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RESUM 
 
Català 
El present treball s’emmarca en el context de la multiplicació “in vitro”  del gènere 
Anigozanthos, una planta ornamental australiana que actualment manté una creixent 
demanda als països Europeus. L’estudi pretén l’ introducció “in vitro” del gènere per 
aconseguir l’establiment d’un protocol que permeti micropropagar adequadament 
l’espècie. Els medis utilitzats s’han elaborat a partir del medi base de Murashige and 
Skoog (1962), addicionat amb diferents composicions hormonals, unes de naturalesa 
citoquíninica-auxinica i d’altres solsament auxínica. Seleccionades les gemmes 
vegetatives del rizoma de la planta mare, foren desinfectades amb hipoclorit sòdic i/o 
etanol.  
En els assajos realitzats es va avaluar els efectes de les diverses concentracions 
desinfectants formulades  i  de les diferents composicions i concentracions hormonals 
utilitzades. Paral·lelament  es van aplicar tractaments antioxidants a base d’àcid cítric i 
ascòrbic a diferent concentració, addicionant-los en el medi de cultiu, en la solució 
desinfectant o en les solucions de rentat.  
 
Els resultats van mostrar que el tractament més adequat per a la desinfecció dels 
explants fou la combinació d’una primera immersió en etanol al 70% durant 30“ amb 
una segona immersió en clor 2% durant 30’.  Per una altre part, l’aplicació conjunta 
dels tractaments antioxidants va ser efectiva pel control de les exudacions fenòliques. 
Per a la multiplicació del gènere la millor composició hormonal va ser la suplementació 
del medi amb 2µm de BAP .  
 
Castellà 
El presente trabajo se enmarca en el contexto de la multiplicación "in vitro" del género 
Anigozanthos, una planta ornamental australiana que actualmente mantiene una 
creciente demanda en los países Europeos. El estudio pretende la introducción "in 
vitro" del género para lograr el establecimiento de un protocolo que permita 
micropropagar adecuadamente la especie. Los medios utilizados se han elaborado a 
partir del medio base de Murashige y Skoog (1962), adicionado con diferentes 
composiciones hormonales, unas de naturaleza citoquíninica-auxinica y otras sólo 
auxínica. Seleccionadas las yemas vegetativas del rizoma de la planta madre, fueron 
desinfectadas con hipoclorito sódico y / o etanol.  
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En los ensayos realizados se evaluó los efectos de las diversas concentraciones 
desinfectantes formuladas y de las diferentes composiciones y concentraciones 
hormonales utilizadas. Paralelamente se aplicaron tratamientos antioxidantes a base 
de ácido cítrico y ascórbico a diferente concentración, adicionándolos en el medio de 
cultivo, en la solución desinfectante o en las soluciones de lavado.  
 
Los resultados mostraron que el tratamiento más adecuado para la desinfección de los 
explantes fue la combinación de una primera inmersión en etanol al 70% durante 30 " 
con una segunda inmersión en cloro 2% durante 30 '. Por otra parte, la aplicación 
conjunta de los tratamientos antioxidantes fue efectiva para el control de las 
exudaciones fenólicas. Para la multiplicación del género la mejor composición 
hormonal fue la suplementación del medio con 2µm de BAP. 
 
Anglès 
This work is framed in the context of proliferation "in vitro" of the genus Anigozanthos, 
an Australian ornamental plant currently maintains a growing demand in European 
countries. The study aims at introducing "in vitro" of the genre to achieve the 
establishment of a protocol that allows the species micropropagated properly. The 
means used were developed from the basis of medium Murashige and Skoog (1962), 
added with different hormone compositions, some of nature-auxins and cytokinins and 
other auxin only. Selected vegetative buds from the rhizome of the mother plant, were 
disinfected with sodium hypochlorite and / or ethanol. In the tests conducted are 
evaluated the effects of various disinfectant concentrations and the different 
compositions and concentrations of the hormone used. In parallel treatments were 
applied antioxidants based at ascorbic and citric acid at different concentrations, added 
to the medium, in the disinfectant solution or in the wash solutions.  
 
The results showed that the most appropriate treatment for the disinfection of the 
explants was the combination of an initial immersion to 70% ethanol for 30 with a 
second immersion in chlorine 2% for 30 '. Moreover, the joint implementation of the 
antioxidant treatment was effective for control of phenolic exudates. For the 
multiplication, the best hormonal composition supplementation of medium was 2µm of 
BAP. 
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PRÒLEG 
 
Les plantes del gènere Anigozanthos es cultiven com a plantes de flor tallada, fresques 
o seques, plantes en torreta o plantes de jardí (Goodwin, 1993) en diversos països, 
existint una gran demanda als països europeus. 
 
A Australià, l’industria de la micropropagació esta centrada majoritàriament en els 
generes de plantes herbàcies: Chamelaucium, Anigozanthos i Banksia. 
 
Els assajos realitzats en aquest Treball Final de Carrera s’han desenvolupat mitjançant 
la tècnica de multiplicació “ in vitro” de material vegetal pel desig personal d’adquirir 
experiència  en la micropropagació i per facilitar un protocol viable del cultiu.  
 
La realització d’aquest Treball de Final de Carrera és fruit de la relació que mantenen 
la directora del treball (Núria Cañameres) amb l’empresa HORTICULTURA 
ALDROFEU, empresa dedicada, entre d’altres, a la micropropagació d’espècies 
hornamentals, la qual estava molt interessada en micropropagar l’esmentada espècie.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ricard Lecha Navarro 
Castelldefels, Desembre del 2008
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1.INTRODUCCIÓ 
 
1.1 El gènere Anigozanthos 
 
1.1.1 Descripció del gènere 
 
Anigozanthos és un petit gènere de plantes australianes de la família de les 
Haemodoraceae. Les 12 espècies que integren el gènere i varies subspècies es 
coneixen com a “potes de cangur”, en català i “falsa adelfa” o “pata de canguro”, en 
castellà. 
 
Es una planta herbàcia monocotiledònia de fins a 2 metres d’alçada, de fulles llargues, 
sèssils, d’una coloració verd- grisoses, lineals, lanceolades, envainades i disposades 
alternament en una roseta bassal. Hi han espècies amb fulles glabres i espècies que no. 
Desenvolupa talls velluts, alts i ramificats acabats en inflorescència on també hi 
apareixen petites fulletes, creix tant en altura com en amplada donant lloc a una planta 
més o menys arrodonida,  provista de rizomes subterranis en disposició horitzontal, la 
longitud i les característiques d’aquests varia segons l’espècie.  
Les flors són hermafrodites disposades en espigueta o raïm simple, cimosa o racemosa 
i en grups de fins a 10 flors, pedicel·lades (6mm), tubulars i densament cobertes de pèl. 
El periant pilós esta escotat fins la meitat de la seva longitud i s’obre formant 6 tèpals 
petaloides. L’androceu està constituït per 6 estams iguals, tots fèrtils i de la mateixa 
longitud que els filaments disposats en 1-3 series. El gineceu esta format per 3 carpels. 
L’ ovari és pilós, pluril·locular amb 3 lòculs i de 2 a 100 òvuls per lòcul, amb un o tres 
estils.  
El fruit és no carnós, dehiscent i en forma de càpsula. L’endosperma és oliós i les 
llavors poden ser alades, o no (figura1).  
 
Normalment l’espècie és pol·linitzada pels ocells o insectes que van a buscar el nèctar.  
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Figura 1. Diagrama de disposició de les peces florals i de la llavor d’Anigozanthos.  
 
Es caracteritzen per ser plantes perennes que es localitzen en zones àrides, amb sòls 
de composició mineralògica rica en silici i de textura arenosa ja que no son espècies 
exigents en aigua. Es poden adaptar a diferents tipus de sòls i ambients, però cal 
destacar que són plantes que necessiten unes poques hores d’irradiació solar al dia i 
que no suporten bé les gelades, per això s’ acostumen col·locar als jardins als mesos 
d’abril - maig. A l’estiu la part aèria sol necrosar-se i el rizoma torna a brotar novament a 
la tardor. 
 
La multiplicació normalment es fa a partir de la llavor, sense que es necessiti cap 
tractament previ; però també es pot utilitzar la divisió de mata a partir del rizoma de la 
planta (www.anbg.gov.au/anigozanthos/index.html). 
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1.1.2 Història del gènere Anigozanthos  
 
Jaques J.H. de Labillardiere fou un naturalista francès de l’expedició Admiral Bruny 
d’Entrecaux que va explorar el continent australià en el període que va desde 1791 fins 
1794 i va recol·lectar al voltant de 4000 plantes, a part de mamífers, rèptils ,ocells i 
peixos.  
 
Anigozanthos va ser descrit per primer cop l’any 1800 per aquest naturalista. Segons 
Labillardiere, les primeres espècies de plantes de “potes de cangur”  van ser 
recol·lectades l’any 1793 a Esperance, area situada a la zona meridional de la costa 
sud- oest australiana. 
 
Sembla ser que Labillardiere va anomenar  a aquesta  planta Anigozanthos, que ve del 
grec Anisos (desigual) i Anthos (flor), referenciant els lòbuls desiguals del periant de la 
flor (Stephen D. Hooper, 2003). 
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1.1.3 Distribució geogràfica i espècies australianes autòctones del gènere 
 
 
El gènere Anigozanthos està distribuït per tota la franja costanera del sud-oest australià, 
desde Esperance Plains fins a Geraldton Sandplains. La presència a l’interior es poc 
probable, encara que es troben individus fins a la franja que uneix Mullewa - Dalwallinu 
– Kondinin – Ravensthorpe (figures 2 i 3). 
 
 
 
Figura 2. Províncies botàniques i regions biogeogràfiques del sud- oest australià, 
(Grazyna Paczkowska i Alex R. Chapman, 2000). 
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Figura 3. Distribució del gènere Anigoznthos. 
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La següent llista correspon a les diferents espècies autòctones d’ Australia: 
• Anigozanthos bicolor 
o Anigozanthos bicolor ssp. bicolor   
o Anigozanthos bicolor ssp. decrescens  
o Anigozanthos bicolor ssp. exstans  
o Anigozanthos bicolor ssp. minor  
• Anigozanthos flavidus   
• Anigozanthos gabrielae   
• Anigozanthos humilis   
o Anigozanthos humilis ssp. chrysanthus   
o Anigozanthos humilis ssp. grandis   
• Anigozanthos kalbarriensis   
• Anigozanthos manglesii  
o Anigozanthos manglesii ssp. manglesii  
o Anigozanthos manglesii ssp. quadrans  
• Anigozanthos onycis   
• Anigozanthos preissii   
• Anigozanthos pulcherrimus  
• Anigozanthos rufus   
• Anigozanthos viridis   
o Anigozanthos viridis subsp. terraspectans  
o Anigozanthos viridis subsp. metallica  
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1.1.4 Interès comercial i problemàtica del gènere Anigozanthos 
 
Les plantes del gènere Anigozanthos es cultiven principalment a Australia, però també a 
altres països, per a flor de tall (fresques o seques), plantes en torreta o plantes de jardí. 
Existeix una gran demanda en molts països europeus, als EUA, Japó i a  Israel. 
(Goodwin, 1993). El gènere és molt apreciat per la seva inflorescència que pot tenir 
diversos colors: groc, vermell, taronja, negre, fins i tot algunes espècies arriben a ser 
dicromàtiques. 
 
Avui dia l’ investigació sobre Anigozanthos està centrada en la millora genètica del 
gènere per tal d’ afavorir les seves qualitats ornamentals (Considine, J.A.; 1993). 
 
En l' ultima dècada s’han llançat al mercat nombrosos híbrids i cultivars. A continuació 
es citen alguns dels híbrids que estan disponibles al mercat: 
• Anigozanthos ‘Bush Ochre’  
• Anigozanthos ‘Bush Ranger’  
• Anigozanthos ‘Dwarf Delight’  
• Anigozanthos ‘Harmony’  
• Anigozanthos ‘Pink Joey’  
• Anigozanthos ‘Royal Claw’  
• Anigozanthos ‘Red Cross’ 
Actualment es presenta un problema al continent australià, l’ increment de les 
plantacions de clons seleccionats està provocant en greu impacte en les poblacions 
naturals amb l’augment de les plagues i malalties que afecten al gènere (Cosidine J.A.; 
1993).  
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1.2  Micropropagació del vegetal 
 
1.2.1 Historia, interès i aplicacions 
 
Tota cèl·lula posseeix en el seu genoma l’ informació necessària per reconstituir una 
planta sencera, aquest fet es coneix com totipotència cel·lular. 
 
En el context de la vida integrada en el sí d’un organisme pluricel·lular, les cèl·lules no 
expressen generalment més que una petita part d’aquesta informació, i la totipotència 
cel·lular generalment no té l’ocasió de manifestar-se. A la natura desde que es 
desenvolupa l’embrió i després la planta, les cèl·lules que provenen de successives 
divisions es diferencien especialitzant-se.  
 
El cultiu “in vitro” d’òrgans o de teixits provoca la reanudació de la divisió cel·lular d’una 
forma accelerada, afavorint la desdiferenciació cel·lular.  
 
Actualment, en la pràctica de la propagació de plantes a escala industrial, la tècnica de 
la micropropagació "in vitro" es molt utilitzada amb l’objectiu essencial de l’obtenció de 
plantes conformes al tipus inicial (Pierik, R., 1987). 
 
El desenvolupament de la multiplicació “in vitro” agafa importància pràctica cada vegada 
més en el camp de la utilització directe en cultiu (Horticultura, arboricultura) i en la 
millora genètica de plantes. 
 
Desde fa més de 120 anys aproximadament, en les investigacions de fisiologia vegetal 
s’ha utilitzat la tècnica de cultiu de teixits, òrgans i cèl·lules vegetals, que consisteix en 
cultivar en mitjans nutritius adequats i de forma asèptica, àpexs d’arrel i de tija, 
primordis de fulla, primordis o parts immadures de flors, fruits immadurs, òrgans aïllats, 
embrions madurs o immadurs, segments d’òrgans de tall i de fulla i alguns cops ovaris, 
òvuls, anteres i pol·len (Street, 1977). 
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Segons Gautheret (1959, 1964, 1983) els moments històricament importants relacionats 
amb el cultiu “ in vitro” d’espècies vegetals són:  
 
Totipotència cel·lular------------------ Schwann i Schleiden     1838 
Formulació de problemes--------------------------- Haberlandt  1902 
Cultiu de teixits animals---------- Harrison, Burrows, Carrel   1907 
Cultiu de teixits vegetals----- Gautheret, Nobecourt, White  1932 
Començament període d’expansió ràpida---------------------- 1939 
 
S’ha vist com la tècnica ha anat evolucionant:  
Des que van aparèixer els primers assaigs, temptatives i avenços en l’obtenció dels 
components adequats del medi de cultiu, els estudis de les condicions ambientals i la 
resposta dels teixits inoculats per a la propagació d’una determinada espècie, el qual va 
enfocar a l’obtenció de plantes lliures de patògens i malalties, fins a la propagació 
massiva d’espècies d’interès econòmic, el cultiu de diversos òrgans i teixits, com ara 
meristems, cal·lus, òvuls, ovaris, anteres y protoplasts, així com la seva fusió i la 
regeneració de plantes a partir d’aquests, el qual ens permet realitzar estudis de 
diferents fenòmens morfogènics que per  altres mètodes són impossibles de determinar.  
 
En la propagació tradicional s’utilitza com a material de partida per a poder multiplicar 
l’espècie un segment de tija, una fulla, o un òrgan de reserva. En canvi, en la 
micropropagació, el tipus de material de partida pot ser molt més “variat” perquè una 
planta es composa de diferents òrgans i cadascun d’ells conté diferents teixits, els quals 
estan constituïts per cèl·lules individuals, així doncs es poden establir molts tipus de 
cultius "in vitro" diferents de la mateixa forma que es troben materials diferents en la 
constitució de les plantes. 
 
Aquests tipus de cultiu i les seves finalitats s’esmenten a continuació: 
 
Cultiu d’embrions:  Escurçament del cicle de millora, prevenció del abort embrionari, 
superació de la incompatibilitat, producció d’haploides, aconseguir la formació  d’un 
cal·lus. 
Cultiu de llavors d’orquídies: Escurçament del cicle de millora, substitució de la simbiosi, 
evitar la competició amb altres organismes. 
Cultiu de meristems: Eliminació de patògens; propagació d’orquídies a través de 
protocorms; clonat de plantes que no siguin orquídies; emmagatzematge de plantes 
lliures de virus; transport fitosanitari, col·lecció de germoplasma. 
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Cultiu de segments nodals i àpexs de tija: Propagació d’orquídies, ramificació axil·lar 
com a medi de clonat, crioconservació en bancs de germoplasma.  
 
Cultiu d’explants: Formació d’òrgans adventicis per el clonat, obtenció de plantes lliures 
de malalties, producció de mutants fiables millora per mutagènesis), aïllament de 
mutants, resolució de quimeres, obtenció de plantes poliploides.   
 
Cultiu de cèl·lules aïllades, en suspensió i de cal·lus: clonat, creació de variants 
genètics, obtenció de plantes lliures de virus, com a font de producció de protoplastos, 
material inicial de crioconservació, producció de metabòlits secundaris, 
biotransformació. 
 
Cultiu d’anteres i micròspores: Producció de plantes haploides per a l’obtenció de 
plantes homozigòtiques, com a material inicial per la producció de mutacions, creació de 
plantes exclusivament masculines, com a eina per a la manipulació genètica, per 
millorar amb nivells més baixos de ploïdia. 
 
Cultiu d’òvuls i flors explantades: Per superar l’incompatibilitat, per prevenir l’abscisió 
precoç de les flors. 
 
Cultiu de protoplastos: Hibridació somàtica, creació d’híbrids, trasplant de nuclis, 
fragments de cromosomes i orgànuls, estudis de transformació, creació de variants 
genètics. 
 
Cultiu de protoplastos, cèl·lules teixits i òrgans: Com a eina en d’investigació 
fitopatològica.                   
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1.2.2 Fases de la micropropagació 
 
Els mètodes tradicionals de multiplicació “in vivo” (esqueix, empelt, etç..) moltes 
vegades resulten inviables perquè son massa lents, difícils o cars, per això que es va 
decidir impulsar definitivament la tècnica de multiplicació "in vitro". A més, com ja s’ha 
dit anteriorment, algunes espècies presenten la problemàtica de que no es poden 
multiplicar vegetativament “ in vivo”. 
 
Degut a l’alta planificació que es necessita per a poder desenvolupar la tècnica de 
multiplicació "in vitro", varis autors han proposat pautes de treball, Murishage (1974), 
Read et al. (1979), Debergh i Maene (1981). La proposada per els darrers autors, és 
una de les metodologies més emprades actualment i es basa en quatre fases ben 
diferenciades: 
 
Fase 0: Posta a punt de la planta mare deslliurant-la de malalties i proveint-la de les           
            condicions correctes per a treure explants de qualitat. 
Fase 1: Establiment del cultiu ( desinfecció i iniciació). 
Fase2: Fase de multiplicació dels propàguls. 
Fase3: Preparació del material vegetal per a tolerar les condicions “ex vitro”. 
Fase 4: Aclimatació. 
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1.2.3 Condicions de la micropropagació 
 
a) Material vegetal 
 
El material experimental “per se”, així com el medi nutritiu i els factors físics poden influir 
en el desenvolupament i creixement "in vitro"( Pierik, 1977). 
 
Les característiques del material vegetal que influeixen en la qualitat de l’explant són: 
 
Genotip: La capacitat de regeneració d’una planta ve determinada per el seu genotip i 
per les condicions ambientals on s’hi troba. La taxa de divisió cel·lular es molt variada 
en el reina vegetal. S’ha demostrat que les dicotiledònies regeneren millor que les 
monocotiledònies, tenint les gimnospermes una capacitat limitada de regeneració 
(excepte en l’estadi juvenil) enfront les angiospermes. 
 
Estat fisiològic: Generalment les plantes en estat vegetatiu tenen una millor capacitat 
de regeneració o resposta que no les plantes que ja ha entrat en l’estat de floració. Però 
hi ha algunes espècies que succeeix completament lo contrari, la millor resposta s’obté 
de les plantes en floració, per exemple el ranuncle (Konar i Nataraja, 1969). També s’ha 
vist que en llenyoses quant les gemmes estan en repòs s’obté una millor resposta que 
no quan l’han trencat. Els conceptes de dormició o latència es tenen que tindre molt en 
compte en determinats cultius com ara en el cultiu de llavors “in vitro”. 
 
Edat de la planta: En l’etapa juvenil una planta té una major capacitat de regeneració 
que no quant és adulta. Cal tenir en compte, doncs, l’edat de la gemma que utilitzem 
com a explant, ja que si aquesta és jove hi haurà un desenvolupament juvenil posterior, 
si pel contrari fos adulta realitzaria un creixement ja com a planta adulta. 
 
Estat sanitari: Els explants sempre s’han d’agafar de la planta més sana, sinó ho fem, 
ens pot portar l’aparició de greus problemes a posteriori. 
 
Grandària de l’explant:  Com més gran és l’explant que utilitzem més substàncies de 
reserva i hormones té emmagatzemades, però alhora més gran serà l’evaporació que 
patirà degut a l’augment en la superfície vegetal exposada. Per tant la mida d’un bon 
explant és aquella que manté un bon equilibri entre la reserva de nutrients que disposa i 
l’evaporació que pateix. 
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Posició de l’explant a la planta mare:  La posició de l’explant dintre de la planta mare 
afecta directament al desenvolupament i creixement  d’aquest ja que diferent posició 
normalment implica diferent edat. Dintre d’un mateix fragment de vegetal no totes les 
zones es comporten de la mateixa manera. 
 
Condicions de creixement: Les condicions de creixement a les que ha estat sotmès la 
planta mare poden afectar en el desenvolupament dels explants. Per exemple Pierik i 
Steegmans (1975), van demostrar en rododendre que els explants que s’havien obtingut 
de plantes que havien crescut sota hivernacle tenien més facilitat d’emetre arrels, pel fet 
de vindre de plantes més etiolades. 
 
Edat de l’òrgan o teixit: Com ja hem dit en apartats anteriors els teixits vells lignificats 
o no, i òrgans vells, normalment tenen una resposta mes lenta comparat amb els teixits 
joves no lignificats o semi lignificats. 
 
 (Extret del Treball final de Carrera “ Introducció a la micropropagació de les espècies 
Centaurea clementei i Cheirolophus arbutifolius”, Jiménez, R.; 1984). 
 
b) Esterilització i condicions asèptiques 
 
En les tècniques de micropropagació és necessari protegir l’explant perquè no sigui 
colonitzat per microorganismes d’origen exogen, patogen o no. Per això tots els medis, 
instruments i recipients de cultiu es tenen que esterilitzar abans del seu ús. 
 
La presència de fongs o bacteris en el medi de cultiu incideix negativament en el 
desenvolupament de l’explant, i fins i tot pot significar la mort del mateix.  
Els microorganismes no sols són consumidors de nutrients sinó també poden exudar 
substàncies tòxiques. Per exemple els bacteris, fruit de la seva activitat, poden transferir 
compostos àcids que malmetin el medi liquant-lo, o els fongs que també poden transferir 
substàncies que ocasionin la variació del pH del medi.   
Per aconseguir aquest objectiu es necessari seguir protocols d’esterilització i d’asèpsia. 
Les eines de treball cal esterilitzar-les, sovint s’utilitza un autoclau. L’esterilització depèn 
del temps, pressió, temperatura, volum i tipus d’objecte que es vol esteril·litzar. 
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Cal dir que degut a les altes temperatures que s’assoleixen a l’autoclavat el pH del medi 
de cultiu pot disminuir en 0,3-0,5 unitats (Skirvin et al., 1986) i algunes molècules 
termolàbils es desnaturalitzen o es fan malbé (van Bragt et al. 1971); sobretot els 
reguladors de creixement com ara l’àcid giberèlic que perd el 90% d’efectivitat, la 
sacarosa es descompon en fructosa i glucosa i si el temps d’autoclavat es excessiu pot 
arribar a caramel·litzar i esdevenir fitotòxics, igualment succeeix amb l’agar que pot 
despolimeritzar-se. Els antibiòtics, les vitamines o altres compostos també es poden 
veure afectats per aquest procés. 
 
Per reduir aquesta problemàtica hi ha alguns d’aquests components que s’afegeixen al 
medi després de l’autoclavat, però sempre que la temperatura d’aquest sigui inferior als 
50 ºC i encara estigui en estat “no solidificat”. El procediment es realitza dintre d’una 
cambra de flux laminar i s’utilitzen xeringues que impulsen el líquid a través d’un filtre 
tipus Millipore®. 
 
El material vegetal s’ha de desinfectar abans d’iniciar el seu cultiu “in vitro”. El maneig 
del material net sempre s’ha de fer en condicions d’asèpsia en una cambra de flux 
laminar.  
 
En aquesta cambra per mantenir “net” l’instrumental ja esterilitzat s’utilitza un 
bactocinerator, aparell que assoleix temperatures molt elevades, al voltant d’ uns 850 ºC 
on s’introdueixen les pinces i bisturís durant pocs segons per esterilitzar-los.  
 
El material vegetal s’incuba dins de tubs i pots en cambres de cultiu on es controla les 
condicions ambientals (temperatura, humitat relativa, fotoperíode, qualitat i intensitat de 
llum). En aquesta àrea, l’ higiene és molt important. Cal evitar que entri qualsevol 
organisme viu (microorganisme, insectes, àcars) a l’interior dels pots i tubs. Moltes 
cambres de cultiu tenen instal·lats fluorescents de llums ultraviolada que permeten 
millorar asèpticament l’aire que entra en les mateixes. 
 
El material vegetal provinent de la planta mare es neteja primerament amb aigua 
corrent, d’aquesta manera les restes de terra i brutícia mes grollera són eliminades. 
Seguidament i sota condicions de flux laminar es procedeix a la seva desinfecció.  
Aquesta es duu a terme amb un agent desinfectant, controlant, segons la sensibilitat del 
cultiu al agent, la concentració i el temps de desinfecció.  
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Per assegurar que no queden restes de l’agent desinfectant en el material vegetal cal 
fer successius rentats amb aigua esterilitzada. Un dels agents desinfectants més utilitzat 
es d’hipoclorit sòdic.  
A part de possibles contaminacions exògenes, que poden ser eliminades si s’estableix 
una pauta de desinfecció adequada, no tenim que oblidar que les plantes sovint 
presenten microorganismes endògens que no poden ser eradicats amb un rentat amb 
un agent desinfectant. L’eliminació d’aquests contaminants endògens sovint es molt 
costosa, tot i que, es poden utilitzar antibiòtics.  
Normalment aquests fàrmacs per que siguin efectius han de ser emprats a dosis que 
resulten  fitotòxiques. El cultiu d’àpexs meristemàtics pot significar l’entrada de material 
lliure de contaminacions endògenes. No obstant cal tenir present que introduir àpexs 
meristemàtics pot endarrerir, en alguns casos, el desenvolupament del cultiu “in vitro”. 
A continuació es mostra una cambra de flux laminar (foto 1 i foto 2). 
 
 
Foto1.Cambra de flux laminar individual instal·lada a l’ESAB. 
 
 
Foto2. Vista de la sala de flux laminar de l’ESAB. 
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c) Medi de cultiu 
 
En la micropropagació, una peça clau per tenir èxit és la formulació d’un suport nutritiu 
adequat. Aquest té components que actuaran i modificaran els complexes factors que 
regulen el creixement i desenvolupament vegetal com ara els nutrients, les vitamines 
,els reguladors, els sucres i altres substàncies orgàniques.  
 
Durant molt de temps els científics han practicat infinites combinacions d’aquests 
components, així al llarg de la historia han aparegut medis nutritius equilibrats 
específicament que serveixen per a un determinat grup de plantes semblants entre si. 
Un exemple son els medis realitzats per Gautheret (1942), Murishage and Skoog 
(1962),  Nitsch i Nitsch (1969) o White (1963). 
 
L’agar és un component químic dels medis que té una especial importància. Agent 
gelificant que s’obté d’algues marines de la classe Rhodophiceae, concretament del 
gènere Gelidium o Gracilaria. Comercialment es ven en forma de pols més o menys 
purificada, sense cap matèria tòxica, però si amb la presència d’altres contaminants 
orgànics i inorgànics com ara calci, sulfats, nitrogen, clorurs, cadmi, crom, magnesi, 
etc... Els agars més purificats tindran menys quantitat d’aquests contaminants, així el 
Bacto-Agar té unes cendres del 4.50%, el Agar Nobles 2,60% i el Agar Purif. 1.75%.  
 
L’agar és insoluble amb aigua freda i es va solubilitzant lentament si augmentem la 
temperatura fins a ser totalment soluble quant tenim l’aigua entorn als 92 ºC. La 
temperatura de fusió d’un gel d’agar esta en funció del pes molecular i de la 
concentració. Pel que fa a la gelació del medi líquid, aquesta ja es consegeix a 
concentracions del 0,04%.  
 
L’agar dissolt un cop es solidifica reté l’aigua i tots els components que estan dissolts. 
El tipus i concentració d’agar modifiquen el potencial hídric del medi, per tant, influeix 
directament en la disponibilitat dels reguladors de creixement i en conseqüència, en  la 
taxa de multiplicació de les espècies (Debergh et al., 1983). 
 
Les concentracions més usuals d’agar varien entre el 0,6% i 1%. Si preparéssim una 
concentració deficient el medi quedaria líquid, però per altre banda el creixement "in 
vitro" pot ser afectat de forma negativa si la concentració d’agar és massa elevada 
(Stolz, 1967). 
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Cal optimitzar tant la concentració, com la qualitat i el tipus d’agar ja que la majoria  dels 
medis es solidifiquen amb agar i suposa un input important econòmicament  per les 
empreses que s’hi dediquen. 
 
Es coneix poc l’influencia del pH del medi nutritiu en el cultiu “in vitro”. Es suposa que el 
pH en el rang de 5,0-6,5 és l’apte per el creixement.  
 
d) Condicions ambientals 
 
La cambra de cultiu permet el control de diversos paràmetres ambientals com ara:  llum 
i temperatura. Aquesta instal·lació és  necessària en un laboratori de micropropagació. 
 
Generalment s’aplica un fotoperíode de 14 hores de llum amb una irradiància no molt 
elevada ja que el material vegetal no és totalment autòtrof, també cal evitar que 
s’assoleixin altes temperatures dintre els recipients produint-se un excessiu efecte 
hivernacle que hi seria letal per el cultiu. En general l’ irradiància és d’uns 60µmols 
PAR.m-2.s-1 Pel que fa a l’espectre, generalment s’utilitzen fluorescents tipus blanc fred 
o Grolux, l’espectre que subministren és favorable per al desenvolupament de la majoria 
d’espècies vegetals, però a vegades per aconseguir un espectre més vermellós es 
col·loquen llampares d’alta pressió de sodi, amb l’augment de calor que això comporta. 
 
Pel que fa a temperatura, normalment les cambres es solen programar per que es 
mantinguin a 24±1ºC. Aquesta temperatura es recomanable per a la majoria d’espècies 
però algunes com ara les bulboses es desenvolupen millor a uns 18ºC o com les plantes 
tropicals que tenen els desenvolupament òptim als 28ºC.  
 
A l’interior dels tubs d’humitat relativa es manté entre el  90% -100%. L’humitat ha de 
ser elevada per evitar la deshidratació dels explants. A continuació es mostren tres fotos 
de la cambra de cultiu (foto3, foto4 i foto5). 
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   Foto 3. Vista frontal de la cambra de cultiu de l’ESAB.  
 
    Foto 4. Vista interior de la cambra de cultiu de l’ESAB. 
 
Foto5.Organització dels estants a l’interior de la cambra de cultiu. 
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1.2.4 Hormones i reguladors del creixement 
 
Les hormones són compostos orgànics que en petites quantitats, estimulen, inhibeixen 
o modifiquen d’alguna manera qualsevol procés fisiològic en les plantes. 
 
Actualment es reconeixen cinc tipus bàsics de sistemes químics reguladors del 
creixement: 
 
• Auxines 
Les auxines es sintetitzen als meristems, embrions i a les fulles verdaderes. 
Els seus efectes són el creixement de les cèl·lules en elongació, la divisió del càmbium, 
afavoreixen la dominància apical, l’arrelament (formació d’arrels adventícies) i 
l’embriogènesi somàtica.  
 
Les principals auxines tant naturals com de síntesis són:  
 
Àcid 3-indolacetic (AIA) 
Àcid 3-indolbutiric (AIB) 
Àcid naftalacetic (ANA) 
Àcid 4 – clorofenoxiacetic (CPA) 
Àcid 2, 4 – diclorofenoxiacetic (2,4 –D) 
Àcid 4- amino-3,5,6-triclorpicolinic. 
 
• Citoquinines 
Les citoquinines es sintetitzen a les llavors en germinació, als àpexs radiculars i als 
teixits en creixement. Estan involucrades en la divisió i elongació cel·lular (millor si hi ha 
present una auxina), en el desenvolupament de gemmes laterals (anul·la la dominància 
apical), en l’anul·lació de les latències de les llavors i en el retard de la senescència dels 
teixits. 
 
Les principals citoquinines tant naturals com de síntesi són: 
N6
 
bencil-aminopurina (BAP) 
N2 isopentenil- adenina (2iP) 
N6 furfuril- aminopurina (Kinetina)  
N6 – (4 hidroxi – 3 metil-2-butá-1 gl) adenina (Zeatina). 
 
20 
 
• Giberalines 
Les giberelines es sintetitzen als meristems primaris, a les llavor, als fruits immadurs i a 
les fulles joves. Estan involucrades en el creixement en l’elongació de les cèl·lules, la 
divisió del càmbium, la dominància apical, l’inducció a la floració i la detenció de les 
letargies en llavors i gemmes, però alhora inhibeixen la formació d’arrels i brots.  
L’àcid giberèl·lic es termolàbil i perd el 90 per cent de l’activitat desprès de l’autoclavat. 
  
Les principals giberal·lines tant naturals com de síntesis són: 
Àcid giberel·lic GA3 
Àcid caurenoic 
Stevol 
 
 
1.2.5  Problemàtica de la micropropagació 
 
A l’hora d’establir un cultiu "in vitro" poden aparèixer una sèrie de problemes 
addicionals, com són:  
 
a) Les contaminacions endògenes 
 
Els medis nutritius al contenir un percentatge important d’elements nutricionals fa que 
sovint les bactèries o els fongs endògens de la planta comencin a desenvolupar-se en 
l’esmenta’t medi. 
Una pràctica habitual per a poder detectar més ràpidament l’aparició d’aquestes 
contaminacions és afegir al medi extracte de llevat o peptona, que són components 
estimuladors del creixement de bacteris i fongs (medis reveladors). 
 
L’eliminació d’aquestes contaminacions endògenes es difícil. La millor manera 
d’eradicar-les és iniciar un cultiu amb àpexs meristemàtics. Algunes vegades es pot 
recórrer a l’ús d’antibiòtics o a la combinació del cultiu de meristems amb la 
termoteràpia en el cas de que l’ infecció sigui causada per virus. 
A continuació es mostra un exemple de contaminació fúngica (foto6) i un exemple de 
contaminació bacteriana (foto7). 
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Foto 6. Exemple de contaminació fúngica. 
 
Foto 7. Exemple de contaminació bacteriana. 
 
 
 
 
b) Exudacions fenòliques 
 
Les substàncies fenòliques segregades per determinats explants al entrar en contacte 
amb la llum, l’aire i el medi s’oxiden i el tenyeixen, juntament amb l’explant. Aquestes 
substàncies són d’alta toxicitat. Una manera de reduir el problema es addicionant al 
medi productes antioxidants com ara àcid cítric, àcid ascòrbic, etç... que eviten o 
redueixen la seva oxidació. Sotmetre el explants a un període de foscor prolongat o amb 
baixa intensitat lumínica també pot reduir o eliminar les exudacions. 
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c) Hiperhidricitat 
 
L’ hiperhidricitat és un fenomen freqüent en la micropropagació i pot arribar a comportar 
importants pèrdues de producció.  
Se sap que són més susceptibles a la vitrificació: les plantes que són joves i tendres, 
una esterilització excessiva, la combinació de certes macrosals en el medi nutritiu o 
nivells hormonals alts en citoquinines. 
 
Els símptomes més habituals que presenta el material vegetal vitrificat són la falta de 
lignificació del vasos i hipertrofia a la tija i a les fulles, que acostumen a ser més amples, 
translúcides, corbades, arrisades i es trenquen amb més facilitat (Gaspar et al., 1987).  
 
Normalment el problema apareix en vitroplantes amb una gran disponibilitat d’aigua, 
com passa als medi líquids i als medis sòlids amb baixa concentració d’agar (Bhojwani i 
Razdan; 1983) o perquè hi ha un excés d’humitat al recipient on es troba (Debergh, 
1983). 
 
Augmentar la concentració d’agar, l’utilització de medis de doble capa, l’addicció 
d’hidrolitzats d’agar en els medis de cultiu líquids o evitar la condensació d’aigua als 
recipients (Deberg i Maene, 1985), són els mètodes més utilitzats per a poder establir 
un cultiu on ens apareix aquesta problemàtica.  
 
d) Efecte subcultiu  
 
Quant establim un cultiu per primera vegada, els explants donen una resposta 
determinada, però conforme anem repicant i establint els subcultius, aquests responen 
diferent de com ho ha fet en el cultiu inicial, tot hi haver estat en les mateixes condicions 
o similars.  
 
Normalment les primeres generacions de subcultiu presenten un increment en la taxa 
de multiplicació a mesura que s’acumula i s’estimula la biosíntesis d’hormona en els 
teixits del propàgul.  
 
Posteriorment la taxa de multiplicació dels explants va disminuint gradualment alhora 
que la grandària de les fulles i dels brots també ho fan, aquest fet probablement és 
atribuïble a l’habituació a les citoquinines (Clarasó, 1987, Hereu, 1987, Canals, 1987, 
Ortiz, 1989). 
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Un altre fenomen que succeeix es el rejoveniment (Margara, 1982; Moncousin, 1982), 
que depèn en gran part de la grandària de l’explant, del nombre de repicats soferts i la 
concentració dels reguladors en el medi. En general conforme s’augmenten els repicats 
més es rejoveneix el propàgul i més brots genera, és a dir, la velocitat de rejoveniment 
del material vegetal depèn del número de repicats que sofreixi aquest. Brutti i Casso 
(1986) van agafar explants d’Eucaliptus grandis de 300 anys i els van repicar 12 cops 
en un any, observant que els últims explants tenien caràcters juvenils. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
24 
 
1.2.6 Avantatges i inconvenients 
 
El cultiu "in vitro" d’òrgans, teixits i cèl·lules, ofereix una sèrie d’avantatges i 
d’inconvenients davant la multiplicació vegetativa. 
Els avantatges que ofereix la tècnica són: 
• Es redueix l’espai físic de les  instal·lacions i s’augmenta la rapidesa del 
procés de multiplicació donant una major rendibilitat (Pennell, 1984).  
• La propagació pot realitzar-se en un nivell de proliferació elevat tot i l’estat 
de desenvolupament precoç de la planta mare. 
• Amb freqüència la multiplicació "in vitro" s’uneix a la lluita fitosanitària. 
Les plàntules obtingudes, lliures de virus, bactèries, fongs paràsits, 
constitueixen un material de qualitat que justifica un cost d’obtenció 
relativament alt.  
• Explotació sistemàtica de la tècnica pels milloradors genètics.  
• La producció és continua, no depèn de l’estació de l’any. 
• Contribució a la formació dels bancs de germoplasma. 
• Extensió de la propagació vegetativa “in vitro” a un gran numero 
d’espècies difícils de multiplicar pels mètodes clàssics. 
 
Entre els inconvenients destaquem: 
 
• L’alt risc d’aparició de “variants” diferents de la línia original a multiplicar 
(mutacions). L’ intensitat d’aquestes aparicions ve afavorida  per el pas per 
l’estat de cal·lus i l’elevat ús de reguladors de creixement.  
• La tècnica necessita una bona planificació, cosa que pot dificultar o facilitar 
el treball.  
• Es requereix personal tècnic qualificat per al desenvolupament de les 
tasques. 
• Implica un elevat cost d’inversió inicial ja que es fan necessàries unes 
instal·lacions  molt especialitzades. 
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2.OBJECTIUS 
 
L’objectiu principal d’aquest TFC és aconseguir una metodologia adequada que permeti 
establir amb èxit la fase d’iniciació d’Anigozanthos spp., en concret Anigozanthos 
flavidus. 
 
Els objectius específics són: 
 
- Determinar un protocol de desinfecció. 
- Determinar les dosis d’antioxidant necessàries en la solució de rentat i en els 
medis de cultiu. 
- Aconseguir una composició hormonal  idònia per el medi de multiplicació. 
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3.MATERIAL I METODES 
 
3.1. Material vegetal 
 
El lot de plantes mare estava  format per 6 plantes d’Anigozanthos flavidus d’uns 2 anys 
d’edat que van ser subministrades en contenidor per l’empresa Horticultura Aldrofeu. 
Aquest material es va mantenir a l’ hivernacle de l’ E.S.A.B. durant el desenvolupament 
de l’assaig.   
 
Com a font d’explantació s’han utilitzat gemmes d’uns 10mm desenvolupades a partir 
del rizoma. 
Al tractar-se d’un treball sobre introducció d’un cultiu “ in vitro” es va creure oportú 
realitzar dues entrades de material vegetal en dates diferents. 
 
Les dates d’entrada del material vegetal van ser: 
- Assaig I : 16/05/07 
- Assaig II : 21/09/07 
 
En els assaigs establerts el material vegetal es va sotmetre a diferents protocols de 
desinfecció i tractaments antioxidants. 
 
 
3.2 Composició del medi base de cultiu 
 
En aquest treball es va formular un medi base (taula 1) que contenia les sals minerals 
proposades per Murashige & Skoog (1962) addicionat amb vitamines i sucres. Les 
concentracions hormonals utilitzades van ser diferents segons els tractaments 
establerts. 
 
A continuació es descriu el procediment per a dur a terme la preparació del medi: 
 
Segons la quantitat de medi que es vulgui preparar el volum del recipient variarà, en 
l’assaig es va utilitzar un got d’1 Litre de volum. Aquest es col·loca sobre un agitador 
magnètic i  s’omple amb uns 300 ml d’aigua destil·lada. 
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Posteriorment s’afegeixen les sals en l’ordre i en la concentració preestablerta perquè 
aquestes no precipitin. Desprès s’aboquen les solucions orgàniques, es a dir, les 
vitamines i a continuació es pesa la quantitat adequada de Myo-inositol i de sucre amb 
una balança de precisió i s’afegeixen al medi. Per últim, addicionem les hormones, a 
partir d’una solució preelaborada, tot sempre en agitació. 
Aquest volum es traspassa a un matràs aforat del volum desitjat amb l’ajuda d’un embut 
i s’enrasa amb aigua destil·lada.  
 
Quant ja es té una mescla homogènia s’ajusta el pH amb un pH-metre ja calibrat 
prèviament i s’hi afegeix NaOH o HCl segons convingui, per a portar el pH a  un valor 
d’entre 5.7 i 5.8 unitats.  
 
Un cop ajustat el pH al valor desitjat podem dir que el medi ja esta preparat. Si el que 
volem obtenir es un medi sòlid llavors caldrà l’ajut d’un gelificant que sol ser per 
excel·lència l’agar. Abans però, el medi es va escalfar amb l’ajut del microones a uns 
50-60 graus centígrads perquè l’agar es pugui solubilitzar.  
 
A continuació, es pesa una quantitat determinada d’agar  i s’addiciona dins la solució, 
posteriorment es continua escalfant la solució al microones fins que assoleix una 
temperatura d’uns 95 graus, així l’agar queda completament dissolt i el medi agafa una 
textura homogènia. 
Tot seguit, sense esperar massa, s’omplen tots els recipients on es cultivaran els 
explants: tubs d’assaig, pots de vidre, etc...Aquests recipients s’autoclaven per a 
esterilitzar el medi.  
 
Un cop realitzada aquesta operació, donant-los una certa inclinació es deixen refredar i 
es col·loquen a la nevera durant un període de 48 hores, si no estan contaminats, el 
medi  ja estarà llest per la seva inoculació.   
 
És important tindre en compte durant la preparació del medi els diferents aspectes  que 
s’exposen a continuació: 
 
- No tocar mai amb les mans els imans. 
 
- Tots els recipients de vidre que utilitzarem per a fer les solucions mare hauran 
d’estar rentats amb aigua destil·lada. 
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- Les substàncies més termolàbils com els reguladors i els antibiòtics s’hauran 
d’afegir al medi desprès de l’autoclavat, en la cambra de flux laminar quant la 
temperatura del medi esta a voltant de 45-50 graus mitjançant filtres 
esterilitzadors. 
 
- Les pesades de components com ara els reguladors de creixement s’han de fer 
a una balança de precisió i amb l’estri a utilitzar completament net. 
 
- Totes les solucions mares es guarden a les fosques a la nevera, el recipient on 
es col·loqui la solució que contingui el ferro té que estar coberta amb paper 
d’alumini i sempre cuidant que no apareguin precipitats.  
 
- Per dissoldre l’agar millor calentar el medi per mitja de vapor d’aigua en comptes 
de bullir-lo ja que és mes segur i produeix menys descomposició química. 
 
L’ajust del pH es va realitzar amb un pH-metre Crison-501® i es realitzà abans d’afegir 
el gelificant en el medi. L’agar utilitzat va ser de la marca Quimigranel, S.A. 
 
El medi es va repartir homogèniament, desprès del seu autoclavat, en tubs d’assaig      
(150 x 21 mm) de Pyrex i tapats amb Sero-taps d’alumini (Selecta®). A cada recipient 
s’hi afegeixen al voltant d’uns 15 mL de medi. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
 
 
 
Taula 1: Composició del medi base utilitzat en aquest treball. Solucions minerals de 
Murashige & Skoog (1962). 
COMPONENT CONCENTRACIÓ mg/L 
NH4NO3 1650  
KNO3 1900  
HBO3 
KI 
Na2MoO22H2O 
CoCL26H2O 
6.2  
0.83  
0.25  
0.025  
KH2PO4 170  
CaCl2 2H2O 440  
MgSO47H2O 378  
MnSO44H2O 
ZnSO47H2O 
CuSO45H2O 
22.3  
8.6  
0.025  
Na2EDTA2H2O 
FeSO47H2O 
37.5  
27.8 
Tiamina 0.5  
Piridoxina 0.5 
Ac. Nicotínic 0.5 
Glicocola 2 
Inositol 100  
Sacarosa 3 x 104 
Agar 8 x 103 
El pH del medi es va ajustar a 5.7 – 5.8 
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3.3 Desinfecció 
 
Per la desinfecció es va tenir en compte que les gemmes vegetatives estaven 
localitzades en el rizoma subterrani, i això presumiblement podria afavorir l’aparició de 
contaminacions exògenes. 
 
La desinfecció es va fer amb lleixiu de la marca LEL i que contenia 42 g.L-1 de clor actiu. 
La concentració de clor actiu emprada va ser diferent segons assaig (apartat 3.5). 
Per tal de disminuir la tensió superficial de la solució desinfectant i així mullar bé el 
material vegetal es va afegir sempre unes gotes de Tween 20 en la solució desinfectant. 
 
El temps de desinfecció va ser en els 2 assaigs de 30 minuts, sempre en agitació 
constant, en el cas d’utilitzar clor actiu en la desinfecció. A continuació es practicaven 3 
rentats amb aigua destil·lada estèril, que en alguns casos, segons assaig, contenien i/o 
antioxidants. D’aquests rentats dos eren ràpids manuals i l’últim de 5 minuts en agitació 
constant. 
 
 
3.4 Condicions d’esterili·lització i asèpsia. 
 
La manipulació del material vegetal (desinfecció, sembra i repicats) sempre té lloc sota 
condicions d’asèpsia. S’utilitza una cambra de flux laminar de la marca Telstar®. 
 
L’esterilització de l’aigua de les solucions antioxidants dels medis i dels estris utilitzats 
es va realitzar mitjançant un autoclau (Selecta® Autester 437-G) on s’aconseguia una 
sobrepressió de 1 Kg/cm2 de vapor d’aigua durant 20 minuts. L’esteril·lització continua 
dels estris (pinces, bisturís) durant la manipulació del material vegetal en condicions de 
flux laminar, es va fer mitjançant l’ús d’incineradors de bactèries (Selecta®). 
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3.5 Assaigs realitzats 
 
3.5.1 Assaig I : Efecte de la desinfecció i del tipus hormonal en la iniciació del cultiu. 
 
a) Durada de l’assaig 
 
L’assaig es va iniciar el dia 16 de Maig del 2007 i va finalitzar el dia 22 de Juliol del 
2007. 
 
b) Desinfecció i tractament antioxidant 
 
En aquest assaig el material vegetal es va sotmetre a una doble desinfecció distanciada 
en el temps. Entre aquestes dues desinfeccions els explants es van tractar amb una 
solució antioxidant. 
 
Primera desinfecció:  
 
Les 96 gemmes extretes del rizoma es van pelar superficialment i seguidament es van 
netejar amb aigua corrent per treure el substrat que pogués haver quedat adherit. 
 
Els explants es van submergir en una solució desinfectant que partia d’ hipoclorit sòdic 
al 1% de clor actiu. Els rentats es van fer amb aigua destil·lada esteril·litzada. 
Tant la solució desinfectant com l’aigua de rentat no contenien antioxidants. 
 
Tractament antioxidant: 
 
Posteriorment a l’entrada del material “in vitro” es va veure l’aparició de fenols. El 
material amb un grau d’afectació de fenols elevat es va sotmetre a un primer tractament 
antioxidant passats 10 dies desde la seva sembra. En total 33 explants es van sotmetre 
durant 5 minuts a un bany que contenia una concentració de 0’85 µM d’àcid ascòrbic. 
Abans es va rebaixar la base de l’explant perquè hi hagués un major contacte amb  la 
solució antioxidant.  
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Segona desinfecció: 
 
La primera desinfecció no va resultar suficientment exitosa, per això es va decidir 
sotmetre els explants vius a una nova desinfecció que es va realitzar passats 20 dies de 
la primera desinfecció.  
 
La nova solució desinfectant contenia hipoclorit sòdic al 1,5% de clor actiu. El 
procediment va ser idèntic al de la primera desinfecció però abans de “mullar” els 22 
explants restants en la solució desinfectant se’ls hi va retirar una o dues fulles amb l’ajut 
d’una lupa i un escalpel i així facilitar la penetració de la solució.  
 
Tractament antioxidant: 
 
Una vegada desinfectades les gemmes van ser sotmeses a un bany d’àcid ascòrbic 
(0,85µm) durant un temps de 25 min. 
 
c) Medis d’iniciació i tractament hormonal : 
 
En aquest assaig es van formular quatre medis d’iniciació a partir del medi base de 
cultiu (taula 1) addicionat amb hormones, una auxina i una citoquinina a diferents 
concentracions (taula 2). 
 
Es van introduir 24 explants per tractament (4 medis x 24 explants = 96 explants). 
 
Taula 2.Composicio hormonal dels medis d’iniciació a l’assaig I. 
 
 
 
 
                   
 
 
d) Medi de subcultiu i tractament hormonal. 
 
Passades 7 setmanes, i atenent als resultats obtinguts, es va realitzar un repicat a un 
nou medi de cultiu, que com a font hormonal només contenia BAP. 
 
 MEDI 1 MEDI 2 MEDI 3 MEDI 4 
NAA (µM) - - 5 5 
BAP (µM) - 5 - 5 
KIN  (µM) 5 - 5 - 
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Degut a la greu problemàtica de l’aparició de fenols en el medi de cultiu es va creure 
oportú addicionar antioxidants en aquests medis de cultiu. L’antioxidant usat va ser 
l’àcid ascòrbic (taula 3). 
 
Taula 3. Concentracions de BAP i d’antioxidant emprades en els medis de subcultiu de 
l’assaig I. 
 
COMPONENT MEDI A MEDI B 
BAP  
(µM) 
5 10 
Àcid ascòrbic 
(µM) 
1 1 
 
 
Els explants sotmesos als medis de subcultiu foren aquells que havien sobreviscut. El 
nombre d’explants fou de 11 per medi (2 medis x 11 explants = 22 explants).   
 
e)  Condicions de cultiu. 
Un cop sembrats els explants en els tubs d’assaig es van portar a la cambra de cultiu i 
es van col·locar a les fosques dintre d’una caixa de cartró durant 4 dies. Les condicions 
ambientals de la cambra de cultiu van ser: 
 
Temperatura:     24 ± 1ºC. 
Fotoperíode:      16 hores de llum, 8 hores de foscor. 
Intensitat:           60 µmols PAR m-2 s-1 
Els fluorescents de la cambra eren del tipus Sylvania Grolux®. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
34 
 
3.5.2 Assaig II: Efecte dels antioxidants en els medis de propagació 
 
 
a) Duració de l’assaig: 
 
Aquest assaig es va iniciar el dia 21 de Setembre de 2007 i va finalitzar el dia 24 de 
Novembre del 2007. 
 
b) Desinfecció i tractament antioxidant 
 
En aquest segon assaig la pauta de desinfecció i tractament antioxidant fou la següent: 
Les gemmes procedents del rizoma de les plantes mare van ser pelades manualment i 
sotmeses a un raspallat profund sota aigua corrent per treure totes les restes de 
substrat. 
 
Els explants es van submergir en una solució desinfectant d’etanol al 70% durant 30 
segons. Seguidament se’ls hi va practicar un rentat amb aigua destil·lada de 5 minuts. 
Posteriorment es van submergir en una solució desinfectant amb hipoclorit sodi al 2 % 
de clor actiu. 
 
El nombre de rentats van ser els mateixos i de la mateixa durada que els descrits en 
l’assaig I, però en aquest cas es va aprofitar per fer un tractament antioxidant. El rentat 
es va dur a terme amb 2 solucions que contenien antioxidants enlloc d’utilitzar aigua 
destil·lada únicament (taula 4). 
 
Taula 4. Concentració d’antioxidant a les solucions de rentat.  
 Concentració a les solucions antioxidants (µM) 
Antioxidant SOLUCIÓ 1  SOLUCIÓ 2  
Àc. ascòrbic 0,75 1,5 
Àc. Cítric 0,75 1,5 
 
El nombre de gemmes desinfectades fou de: 
36 gemmes x 2 solucions antioxidants = 72 gemmes. 
 
 
 
 
35 
 
 
c)  Medi d’iniciació i tractament hormonal:  
 
Els medis d'iniciació formulats  contenien únicament com a font hormonal BAP i es van 
addicionar antioxidants (Taula 5). 
 
Taula 5. Composició hormonal i d’antioxidant dels medis d’iniciació. 
COMPONENT MEDI A MEDI B 
BAP(µM) 2 2 
Àcid ascòrbic(µM) 1 0,3 
Àcid cítric (µM) 1 0,3 
 
Els 36 explants provinents del tractament antioxidant A1 es van sembrar, 18 en el medi 
A i 18 en el medi B. Igualment es va fer amb els 36 explants provinents del tractament 
antioxidant A2. En conseqüència els tractaments establerts en aquest assaig es 
mostren a continuació (Taula 6): 
 
Taula 6: Tractaments establerts en l’assaig II. 
TRACTAMENT MEDI SOLUCIÓ RENTAT 
A1 A Solució 1 
A2 A Solució 2 
B1 B Solució 1 
B2 B Solució 2 
 
 
d) Condicions de cultiu 
 
Un cop sembrats els explants en els tubs d’assaig es van portar a la cambra de cultiu i 
van ser col·locats a les fosques dintre d’una caixa de cartró durant 6 dies. Les 
condicions ambientals de la cambra de cultiu van ser: 
 
Temperatura:      24 ± 1ºC. 
Fotoperíode:       16 hores de llum, 8 hores de foscor. 
Intensitat:            60µmols PAR.m-2s-1         
Els fluorescents de la cambra son del tipus Sylvania Grolux®. 
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3.6 Paràmetres controlats 
 
En els assaigs s’han avaluat les següents taxes: 
 
- Taxa de multiplicació viable: 
 
%V = ( Microbrots viables/ microbrots totals) * 100 
  
S’entén per microbrot viable aquell que es pot utilitzar com a propàgul en el nou 
subcultiu.  
 
- Percentatge de desinfecció 
 
S’han soldabilitat els explants sans, els pol·linitzats per fongs i els pol·linitzats per 
bacteris. És fàcil detectar el medi que ha sigut pol·linitzat per algun agent biòtic. 
 
- Taxa d’hiperhidricitat 
 
% VIT = ( Microbrots vitrificats/ microbrots totals) * 100 
 
Aquest paràmetre ens dona informació sobre la qualitat hídrica del medi i la resposta 
vegetal.  
 
L’aspecte dels explants vitrificats és molt característic i fàcil determinar. 
 
- Grau de presència de fenols 
 
Per fer el seguiment, en les observacions realitzades al llarg del cultiu s’han classificat 
les exsudacions fenòliques observades en : 
 
Grau 0: No hi ha presència de fenols. 
Grau 1: Presència de fenols solament a l’explant. 
Grau 2: Presència baixa de fenols en el medi. 
Grau 3: Presència mitja de fenols en el medi. 
Grau 4: Presència elevada de fenols en el medi. 
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- Moment de control 
 
Per a determinar l’evolució de la sanitat i el grau d’exudació fenòlica dels explants 
sembrats en cada medi es van realitzar 5 controls entre la data d’establiment del cultiu i 
el moment del 1er repicat. En quan a les taxes d’hiperhidricitat i de multiplicació viable es 
van controlar en la quarta i/o en la vuitena setmana desde l’establiment del cultiu. 
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A continuació es mostra l’aspecte dels explants afectats per els diferents graus 
d’exudació fenòlica ( foto 8, foto9, foto 10, foto 11 i foto 12). 
 
 
Foto8. Presentació dels símptomes de grau 0 d’exudació fenòlica. 
 
 
Foto9. Presentació dels símptomes de grau 1 d’exudació fenòlica. 
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Foto 10. Presentació dels símptomes de grau 2 d’exudació fenòlica. 
 
 
Foto 11. Presentació dels símptomes de grau 3 d’exudació fenòlica. 
 
 
Foto 12. Presentació dels símptomes de grau 4 d’exudació fenòlica. 
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4. RESULTATS 
 
4.1 Resultats assaig I: Efecte del tipus hormonal en la iniciació del cultiu. 
 
4.1.1 Percentatge de desinfecció 
 
a)  Primera desinfecció 
El resultat global obtingut abans de dur a terme la segona desinfecció i a partir de les 
tres primeres observacions indica que el percentatge de desinfecció va oscil·lar entre un 
33%  un 66%. El percentatge de contaminació va ser molt elevat en tots els medis 
(comprés entre un 33%  i un 66%). El percentatge de contaminació més elevada es va 
donar en els explants  introduïts en el medi 3 (5µm  KIN) amb el 66% dels seus 
representants contaminats. Els explants sembrats en el medi 4 (5µm BAP) van mostrar 
el menor percentatge de contaminació de l’assaig amb un  33%. Encara no havien 
aparegut explants morts (necrosats i/o mort per excés d’exudacions fenòliques) en cap 
dels tractaments (gràfic 1 i taula 6). 
 
 
Gràfic1. Percentatge de desinfecció acumulat en la primera desinfecció de l’establiment del cultiu 
[Medi 1 (5 µM KIN), Medi 2 (5 µM BAP),Medi 3 (5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4 (5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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Taula 6. Percentatge de desinfecció acumulat en la primera desinfecció de l’establiment del cultiu 
[Medi 1 (5 µM KIN), Medi 2 (5 µM BAP),Medi 3 (5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4 (5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
Tractaments 
% 
Contaminació 
% 
Desinfecció % Mort 
MEDI1 50 50 0 
MEDI2 62,5 37,5 0 
MEDI3 66,7 33,3 0 
MEDI4 33,3 66,7 0 
 
 
 
b) Segona desinfecció 
 
Els  resultats globals obtinguts indiquen que el percentatge de desinfecció va oscil·lar 
entre un 0%  i  un 75%. El percentatge de contaminació van ser força elevat en tots els 
tractaments (comprés entre un 11%  i un 91%). La taxa de contaminació més elevada 
es va donar en els explants  introduïts en el medi 1 (5µm  KIN ) amb el 91% dels seus 
representants contaminats. Els explants sembrats en el medi 2 (5µm BAP) van mostrar 
el menor percentatge de contaminació de l’assaig amb un  11,1%. El nombre d’explants 
morts en cap cas va superar el 37,5% (gràfic 2 i taula 7). 
 
 
Gràfic2. Percentatge de desinfecció acumulat en la segona desinfecció de l’establiment del cultiu 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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Taula 7. Percentatge de desinfecció acumulat en la segona desinfecció de l’establiment del 
cultiu. [Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 
5µM NAA)]. 
Tractaments 
% 
Contaminació 
% 
Desinfecció 
%         
Mort 
MEDI1 91,6 0,0 8,3 
MEDI2 11,1 66,6 22,2 
MEDI3 37,5 25,0 37,5 
MEDI4 18,7 75,0 6,2 
 
c)  Evolució del paràmetre al llarg de l’assaig 
 
El primer control de l’evolució de la contaminació es va dur a terme al cap de 48 hores 
de la sembra i no es va detectar cap tipus de contaminació aparent en cap dels 
tractaments.  
 
En el segon control, realitzat al cap de 12 dies de la sembra, es van observar tant 
contaminacions fúngiques com bacterianes. En general les contaminacions bacterianes 
van ser més elevades que les fúngiques llevat del tractament formulat en medi 4 (5µM 
BAP + 5µM NAA) on les contaminacions fúngiques van superar a les bacterianes en un 
8%. Les contaminacions bacterianes van oscil·lar entre un 12% i un 29%, mentre que 
les fúngiques entre un 4% i un 20%. 
En el tractament que incorpora el medi 1 (5 µM KIN) és el que va mostrar més 
contaminacions, observant-se un 20% de contaminació fúngica i un 29% de 
contaminació bacteriana. En aquesta observació ja van aparèixer explants morts en els 
tractaments que incloïen els medis 2 (5 µM BAP) i 3 (5µM KIN + 5µM NAA) amb una 
representació d’un 8% i un 25% respectivament. 
 
El tercer dia de control, realitzat al cap de 15 dies de la sembra, la contaminació 
bacteriana es va disparar en el material sembrat en el tractament medi 3 (5µM KIN + 
5µM NAA), hi va haver un increment del 37,5 % enfront dels altres medis on l’ increment 
màxim va ser del 12% en el tractament medi 2 (5 µM BAP).  
El nombre d’explants morts no va variar en aquesta observació. 
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En la quarta observació, realitzada passats 21 dies desde la sembra i desprès d’una re 
desinfecció (2ona desinfecció),  la contaminació bacteriana era més elevada que la 
fúngica. El tractament medi 2 (5 µM BAP) i el tractament medi 4 (5µM BAP + 5µM NAA)  
presentaven contaminacions fúngiques únicament, amb un valor de 11% i 6% 
respectivament. La contaminació bacteriana es va disparar en el medi1 (5 µM KIN)  fins 
un valor de 66%. En el medi 3 (5µM KIN + 5µM NAA)  la contaminació bacteriana també 
era present amb un valor de 37%. Cal dir que en aquest control va aparèixer un elevat 
percentatge de  “morts”. En el tractament medi 3 es va disparar el nombre d’explants 
morts fins un 37%. A més, apareixien “morts” per primer cop al tractament medi 1 amb 
un percentatge de 8%. 
 
En la cinquena observació, realitzada un cop transcorreguts 26 dies després de la 
sembra,  es donar mortalitat en tots els tractaments, concretament els percentatges van 
ser 8% ( Medi1 ), 22% (Medi2), 37% (Medi 3) i 6% (Medi 4). Definitivament el tractament 
medi 1 va ser el que va mostrar una contaminació més elevada amb un 91%, seguit del 
tractament medi 3(37%) i del tractament medi 4(6%). 
 El tractament medi 2 (5 µM BAP)  va finalitzar aquesta segona part de  l’assaig sense 
comptabilitzar contaminacions bacterianes.  
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4.1.2 Exudacions fenòliques 
 
a) Evolució del paràmetre al llarg de l’assaig  
 
El primer dia de control es detectaven  exsudacions fenòliques en tots els tractaments 
(gràfic 3). 
Les exsudacions van aparèixer molt ràpidament, ja que al segon dia després de la 
sembra la majoria dels explants ja presentaven exsudacions de grau 1. El tractament 
medi 4 (5µm BAP + 5µm NAA) va ser el que presentava un grau d’ exudació més elevat 
(Grau 4) amb un 20,8%. Mentre que els explants sembrats en el tractament medi 2 (5 
µm BAP) van ser els que en conjunt van exudar menys fenols, el 91,6% d’aquests 
corresponien a les exsudacions fenòliques de grau 1.  
El material sembrat en el tractament formulat amb el medi 1 (5 µM KIN) va presentar un 
major nombre d’explants en el grau 1 (54%) enfront del tractament formulat en medi 3 
(50%). Aquest tractament en medi 1 també va mostrar un major nombre de 
representants en el grau d’exudació 3 amb un 33% enfront del tractament medi 3 amb 
un 8%. 
 
 
Gràfic 3. Percentatge d’explants segons els diferents graus d’exudació. Primera observació. 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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En el segon dia d’observació, realitzada als 12 dies de la sembra, es podia veure com el 
tractament medi 4 (5µm BAP + 5µm NAA) semblava que mantenia la mateixa tendència 
i  augmentava el nombre de representants en les exsudacions fenòliques de grau 4 
(29,1%). El tractament  medi 1 (5 µm KIN) i el tractament medi 3 (5µm KIN + 5µm NAA) 
ja tenien representants en les exsudacions fenòliques de grau 4, amb un 4,1 % i 12,5% 
respectivament. El medi 2 continuava sense tenir representants en el grau 4 (gràfica 4). 
 
 
Gràfic 4. Percentatge d’explants situats en cadascun dels diferents graus d’exudació. Segona 
observació. [Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM 
BAP + 5µM NAA)]. 
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El tercer dia d’observació, realitzada als 15 dies de la sembra del cultiu, posteriorment a 
la realització d’un tractament  antioxidant dels explants i d’eliminar el material vegetal 
afectat per les exsudacions, tots els tractaments presentaven els seus explants situats 
en els graus 1 i 2. Podríem dir que el tractament  medi 1 (5 µm KIN) i el tractament medi 
2 mostraven el major nombre d’explants en el grau 1, concretament un 41,6 %  i un 
37,5% respectivament. 
 
El tractament  medi 3 (5µm KIN + 5µm NAA) i el tractament medi 4 (5µm BAP + 5µm 
NAA) mantenien en el grau 1 un 25% dels representants tots dos, però el  tractament 
medi 4 disposava de més representants en el grau 2, concretament un 33,3% més que 
el medi 3.  
 
El tractament medi 2 no tenia representants en el grau 2, mentre que en el tractament 
medi 1 un 8% dels seus representants manifestaven exsudacions fenòliques d’aquest 
grau. No s’observaren aparicions de fenols en els graus 3 i 4 (gràfica 5).   
 
 
Gràfic 5. Percentatge d’explants segons els diferents graus d’exudació. Tercera observació. 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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En la quarta observació, realitzada transcorreguts  21 dies després de la sembra, 
podíem veure com el tractament medi 4 augmentava sensiblement el nombre 
d’exudacions de grau 4 (56,5%) però cal dir que encara mantenia un 18,5% dels seus 
representants en el grau 1. 
 
El tractament medi 2 (5 µM BAP) continuava sent el tractament que presentava més 
explants amb un menor grau d’exudació un 33% de grau 1 i un 44% en grau 2, a més 
encara no havien aparegut representants en el grau 4 d’exudació. El tractament medi 1 
(5 µM KIN), i medi 3 (5µM KIN + 5µM NAA) continuaven comportant-se d’una manera 
semblant ja que els dos tractament només tenien representants en el grau 2 i tots dos 
medis mantenien un 25% dels seus representants en aquest grau (gràfic 6). 
 
 
Gràfic 6. Percentatge d’explants segons els diferents graus d’exudació. Quarta observació. 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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En la cinquena observació, duta a terme al cap de 26 dies de la sembra, el tractament 
medi 1 (5 µM KIN) ja no disposava de representants. El tractament  medi 3 (5µM KIN + 
5µM NAA)  només disposava de representants en el grau 2 d’exudació fenòlica amb un 
25 %. El tractament medi 2 (5 µM BAP), semblava ser el que més bé evolucionava ja que 
encara no havia aparegut cap explant en el grau 4 d’exudació fenòlica. Per últim, el 
tractament medi 4 (5µM BAP + 5µM NAA) va ser el que havia obtingut un resultat més 
heterogeni, ja que disposava de representants en la majoria de graus d’exudació, 
concretament un 6% en grau1, un 12% en grau 2, un 6% en grau 3 i un 50% en grau 4 
(gràfic 7). 
 
 
Gràfic 7. Percentatge d’explants segons els diferents graus d’exudació. Cinquena observació. 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
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4.1.3 Hiperhidricitat 
 
a) Assaig d’iniciació I: Introducció cultiu. 
 
Els símptomes de vitrificació  que es troben al llarg de la bibliografia consultada, no són 
idèntics en totes les espècies. Degut a les limitacions de la terminologia, s’accepta en 
aquests resultats la descripció que van fer Debergh et al. (1981) per Cynara Scolymus. 
 
El grau de vitrificació ha estat relativament baix en tots els tractaments assajats, 
oscil·lant entre un 4% i un 11,7% (gràfic 8). 
 
 
Gràfic 8: Taxa d’hiperhidricitat obtinguda en l’ introducció del cultiu de l ‘assaig d’iniciació I. 
[Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM BAP + 5µM 
NAA)]. 
 
 
b)Assaig d’iniciació I: Subcultiu. 
 
En aquesta segona part de l’assaig I en cap cas  van aparèixer problemes 
d’hiperhidricitat. 
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4.1.4 Taxa viable de multiplicació. 
 
a) Assaig d’iniciació I: Introducció cultiu. 
 
Les taxes viables de multiplicació obtingudes han estat força similars en tots els 
tractaments. En valors absoluts els propàguls sembrats en el medi 2, foren els que 
manifestaven una taxa viable més elevada (2,3)(gràfic 9).  
 
 
Gràfic 9: Taxes viables de multiplicació obtingudes en l’ introducció del cultiu de l’assaig 
d’iniciació I. [Medi 1(5 µM KIN), Medi 2(5 µM BAP),Medi 3(5µM KIN + 5µM NAA) i Medi 4(5µM 
BAP + 5µM NAA)]. 
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b) Assaig d’iniciació I: Subcultiu. 
 
La  taxa viable de multiplicació obtinguda en el subcultiu supera els 3,5 en els dos 
tractaments establerts (gràfic 10). 
 
 
Gràfic 10: Taxa viable de multiplicació obtinguda en el subcultiu de l’assaig d’iniciació I. 
[Medi A(5 µM KIN + 1µM d’àcid ascòrbic), Medi B(10 µM BAP + 1µM d’àcid ascòrbic)]. 
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4.2 Resultats assaig II: Efecte dels antioxidants en els medis de propagació 
 
4.2.1 Percentatge de desinfecció 
 
a) Desinfecció 
 
Els resultats globals obtinguts indiquen que el percentatge de desinfecció va oscil·lar 
entre un 27% i un 49%. El percentatge de contaminació va ser força elevat, entre un 
38% i un 66%. La taxa de contaminació més elevada es va donar en el tractament MEDI 
B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) amb el 66% 
dels seus representats contaminats, mentre que la taxa de desinfecció més elevada es 
va donar en el tractament corresponent al MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 
1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) amb un 49% dels seus representants sans. El 
nombre d’explants morts ( necrosats i/o excés de contaminació) en cap cas va superar 
el 22% (gràfic 11 i taula 8). 
 
 
Gràfic 11: Percentatge de desinfecció obtingut en l’assaig II. Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 
1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 
1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 
0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 
0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.)  
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Taula 8. Percentatge de desinfecció obtingut en l’assaig II. Tractament  MEDI A1( (2 µM BAP + 
1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 
1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM 
Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM 
Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) 
 
% 
Desinfecció. 
% 
Contaminació 
% 
Desinfecció 
% 
Mort 
MEDI A1 44,4 44,4 11,1 
MEDI A2 51,0 49,0 0,0 
MEDI B1 38,8 38,8 22,2 
MEDI B2 66,6 27,7 5,5 
 
b) Evolució del paràmetre al llarg de l’assaig 
 
El primer control de l’evolució de la contaminació es va dur a terme passats 6 dies de la 
sembra del material vegetal i es van observar tant contaminacions fúngiques com 
bacterianes, en general les contaminacions fúngiques van ser més elevades que les 
bacterianes llevat del tractament medi A1 on van ser igualades per les contaminacions 
bacterianes amb una representació del 5%. 
 
 El tractament medi A2 va ser l’únic que no va patir cap tipus de contaminació. Les 
contaminacions fúngiques van oscil·lar entre un 0% i un 11%, mentre que les 
bacterianes entre un 0% i un 5%. Aquestes nomes van aparèixer en el tractament medi 
A1. En el tractament medi B1 és on va aparèixer més contaminació, observant-se un 
11% de contaminació fúngica. 
 
En aquesta observació ja es van comptabilitzar explants morts en els tractaments medi 
A1 i B1 amb una representació d’un 5% i un 11% respectivament. 
 
El segon dia  d’observació, realitzada al cap de 14 dies de la sembra, la contaminació 
fúngica es va disparar en el material sembrat en el tractament  medi A1, hi va haver un 
increment del 28 % enfront dels altres medis on l’increment màxim va ser del 12%, en el 
tractament medi B2. 
 
El nombre de morts es va mantenir en aquesta observació. El tractament medi A2 va 
patir contaminacions tan fúngiques com bacterianes, amb un 5% i un 11% 
respectivament, però cal dir que era el que manifestava menys contaminació fúngica. 
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En el medi B1 es va mantenir la contaminació fúngica però hi va haver un increment de 
la contaminació bacteriana fins un valor del 11%.  
 
En la tercera observació, realitzada als 24 dies després la sembra, es va veure un 
increment de la contaminació bacteriana en els tractaments medi A2 (2 µM BAP + 1µM 
Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) i B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + 
rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.). Aquests augmentaren el percentatge  de 
contaminació fins a un 27%. El tractament medi A2 va augmentar un 16% i el tractament 
medi B2 un 11%. Tots dos tractaments eren el més afectats per aquest tipus de 
contaminació.  El tractament medi A1 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. 
Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) continuava amb una major contaminació fúngica, un 33%. El 
tractament que menys la patia era el medi A2 amb un 5%. En els tractaments medi B1 
(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i medi B2  
s’observaren uns percentatges de contaminació fúngica  del 11% i 27% respectivament.  
 
El nombre de morts no va augmentar en relació a  la segona observació. 
 
A partir d’aquesta observació, les contaminacions fúngiques no van proliferar. 
 
En la quarta observació, realitzada després d’haver sotmès el material vegetal a una 
segona desinfecció i transcorreguts 34 dies desde la sembra, va aparèixer un increment 
dels representants morts en el tractament medi A1 que es situava en un valor del 11%. 
Tot i la redesinfecció, en els tractaments medi A2, B1 i B2 va haver un increment de la 
contaminació bacteriana, assolin-se els valors: 39%, 22% i 33% respectivament . 
 
Novament en la cinquena observació, realitzada un cop transcorreguts 47 dies després 
de la sembra, es detectà un increment de les contaminacions bacterianes. El tractament 
medi A2 es situava al capdavant amb un percentatge del 50%, seguit del medi B2 que 
va assolir un percentatge del 39%. En els tractaments medi B1 i A1 s’observà uns valors 
del 28% i 11%, respectivament. 
 
El nombre de morts també va augmentar en els tractaments medi B1(22%) i medi B2 
(5%). El tractament medi A1 va acumular un percentatge de representants morts del 
11%. 
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4.2.2 Exudacions fenòliques 
 
a) Evolució del paràmetre al llarg de l’assaig  
 
En la primera observació, realitzada als 6 dies després de la sembra, podíem veure com 
en la majoria dels tractaments les exsudacions fenòliques ja havien arribat al grau 2 
d’exudació fenòlica, excepte el tractament medi A1 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 
0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), el qual mantenia tots els representants en els 
graus 0 i 1, sent el tractament que disposava d’un major nombre d’ explants en el grau 0 
amb un 33%. 
 
El tractament medi B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) mostrava els pitjors resultats ja que tenia el major nombre de representants en 
el grau 2 amb una representació del 16 %. 
 
El tractament medi A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. 
Cit.) mantenia un nombre important de propàguls en el grau 0 (27 %) , però també ha 
arribat al grau 2 amb un 11 %. 
El tractament medi B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.) mostrava representants en el graus d’exudació 0, 1 i 2, amb un 22%, 55,5%  i 
5,5% respectivament (gràfic 12). 
 
 
Gràfic 12. Percentatge d’explants segons els diferents graus d’exudació. Primera observació. 
Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i 
tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) 
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El segon dia d’observació, duta a terme al cap de 14 dies de la sembra, es detectaven  
en els dos tractaments medi A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 
1,5 µM Ac. Cit.)  i B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) representants en el grau  3, amb un 16% i 5% respectivament. 
 
El tractament medi A1(2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.),  mostrava bons resultats ja que era l’únic que encara mantenia un 16% dels 
seus explants en el grau 0 i que encara no obtenia representants en el grau 4. També 
ho feia el tractament medi B2 ja que encara mostrava representants en el grau 0 amb 
un 5% i tampoc havia arribat a tenir representants en el  grau 3 (gràfic 13). 
 
 
Gràfic 13. Percentatge d’explants segon els diferents graus d’exudació. Segona observació. 
Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i 
tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) 
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En la tercera observació, realitzada als 24 dies, vèiem com els tractaments medi A2 (2 
µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) i B1(2 µM BAP + 
0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) continuaven avançant 
ràpidament cap a graus més elevats d’exudacions fenòliques, sent el únics que tenien 
propàguls en el grau 4 amb un 5% i un 11% respectivament. 
 
El tractament medi A1 continuava amb el percentatge més elevat d’explants en el grau 
0, concretament mostrava uns valors del 11% en el grau 0, del 22% en el grau 1 i del 
22% en grau 2.  
 
El tractament medi B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.)  obtenia la majoria dels seus representants en el grau 2 amb un 27 %. Cal dir 
que un 5% dels seus representants es situaven en el grau 3.(gràfic 14) 
 
 
Gràfic 14. Percentatge d’explants situats en cadascun dels diferents graus d’exudació. Tercera 
observació. Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 
µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.) 
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En la quarta observació, transcorreguts 34 dies desde la sembra, cal destacar 
l’absència de representants de cap tractament en el grau d’exudació 0. El tractament 
medi A1 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) va ser 
l’únic que mostrava representants només en els graus 1 i 2, amb un 38% i un 22% 
respectivament. 
 
Els tractaments medi A2(2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.), B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i 
B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) obtenien 
explants en el grau 4, sent els percentatges 11%, 5% i 5% respectivament. Cal dir que 
el tractament A2, a més, mostrava el nombre més elevat de representants en el grau 3, 
amb un 38% (gràfic 15). 
 
 
Gràfic 15. Percentatge d’explants situats en cadascun dels diferents graus d’exudació. Quarta 
observació. Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 
µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.) 
 
 
 
En l’última observació, realitzada als 47 dies vam veure com tots els tractaments medi 
A1, A2, B1 i B2 mostraven representants en el grau 4, sent 16%, 22%, 5% i 16% 
respectivament. 
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El tractament medi A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. 
Cit.)  només obtenia propàguls en els graus 3 i 4 amb un 22% de representació  en 
cadascun d’ells. 
 
El tractament medi A1 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) al final de l’assaig va obtenir una bona representació (16%) en el grau 1. Però 
el tractament medi B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) el va superar amb un 33% dels seus representants en aquest grau, encara que 
aquest tractament medi B1 només havia obtingut resultats en els graus 1 i 4 d’exudació. 
 
El tractament medi B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.) va mostrar un comportament semblant al tractament medi A1, encara que al 
final de l’assaig havia obtingut el 5% dels seus explants en el grau 1. (gràfic 16).   
 
 
Gràfic 16. Percentatge d’explants situats en cadascun dels diferents graus d’exudació. Cinquena 
observació. Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 
µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM 
Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM 
Ac. Cit.) 
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4.2.3 Hiperhidricitat 
 
Els símptomes de vitrificació  que es troben al llarg de la bibliografia consultada, no són 
iguals en totes les espècies. Degut a les limitacions de la terminologia, s’accepta en 
aquests resultats la descripció que van fer Debergh et al. (1981) per Cynara Scolymus. 
 
Les taxes d’hiperhidricitat han estat molt baixes, inferiors al 5,6%. Cal destacar que els 
propàguls desenvolupats en el tractament medi B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 
0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) no van manifestar cap símptoma de vitrificació 
(gràfic 17). 
 
 
Gràfic 17: Taxa d’hiperhidricitat obtinguda en l’introducció del cultiu de l ‘assaig II. 
Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.), 
tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) i 
tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) 
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4.2.4 Taxa viable de multiplicació 
 
En el següent gràfic podem veure com en la quarta setmana de cultiu els tractaments 
medi A2(2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) i medi 
B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) obtenien 
la major taxa viable de multiplicació de 2,5 , mentre que el tractament medi A1 (2 µM 
BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) es va quedar per 
sota amb una taxa de 2,25 per 1. El tractament medi B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + 
rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) va obtindre els pitjors resultats amb una taxa 
de 2. 
 
En la vuitena setmana de cultiu el tractament medi B1 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + 
rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) mostrava la taxa viable de multiplicació 
més elevada (8,4 per 1), en segon lloc va situar-se el tractament medi B2 (2 µM BAP + 
0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) amb una taxa del 5,5 , en 
tercer lloc es situava el tractament medi A1 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM 
Ac. Asc. + 0,75 µM Ac. Cit.) amb el 4,8 i per últim el tractament medi A2 (2 µM BAP + 
1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 µM Ac. Cit.) on s’observava una taxa viable 
de multiplicació del 4,5 (gràfic 18). 
 
 
Gràfic 18: Taxes de multiplicació obtingudes en l’assaig II.( Taxes obtingudes en la 4ª i 8ª 
setmana de cultiu). Tractament MEDI A1( (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 0,75 µM Ac. Asc. + 
0,75 µM Ac. Cit.), tractament MEDI A2 (2 µM BAP + 1µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 
µM Ac. Cit.), tractament MEDI B1(2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat:  0,75 µM Ac. Asc. + 0,75 
µM Ac. Cit.) i tractament MEDI B2 (2 µM BAP + 0,3µM Ac. asc. + rentat: 1,5 µM Ac. Asc. + 1,5 
µM Ac. Cit.). 
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5. DISCUSSIÓ 
 
Abans d’iniciar-nos en la discussió cal esmentar la pràcticament nul·la existència de 
referències bibliogràfiques en relació a la micropropagació d’Anigozanthos flavidus. 
 
5.1 Percentatge de desinfecció 
  
Els percentatges de contaminació acumulats a l’assaig I al final de la primera 
desinfecció (15 dies desprès de la sembra) i de la segona desinfecció (als 26 dies 
desprès de la sembra) van ser molt elevats, concretament entre un 33%-66% i entre un 
37%-91% respectivament. D’aquesta contaminació, la causada per bactèries era molt 
més representativa, entre un 37 i un 66% enfront al 6-11% de contaminació fúngica.  
Els problemes de contaminació per fongs són normalment atribuïts a la presència 
exògena d’espores en la planta mare, mentre que l’aparició de bactèries, pot ser tant 
atribuïble a causes exògenes com endògenes. Es possible reduir les contaminacions 
exògenes cultivant les plantes mare sota condicions higièniques (Debergh et Maene, 
1981; Maene et Deberg, 1986). 
 
En l’assaig II les gemmes utilitzades com a explants van ser prèviament pelades 
manualment i sotmeses a un raspallat profund sota aigua corrent. Igualment la 
desinfecció (1er: etanol al 70% + 2on: clor 2%) no va ser suficientment exitosa, obtenint-
se percentatges finals de contaminació elevats (38-66%), dels quals entre un 11% i un 
50% fou contaminació bacteriana, enfront a un 5%-33% de contaminació fúngica. Però 
cal dir que el percentatge de morts (5%-22%) va ser menys elevat que a l’assaig I, amb 
lo que s’obté un lleugera millora enfront l’anterior assaig. 
 
Tot i la metodologia establerta, les desinfeccions dutes a terme  no van ser plenament 
satisfactòries, probablement la contaminació es pot atribuir més a la presència de 
contaminació exògena que no pas endògena, ja que una vegada acabats els assaigs 
d’aquest TFC el material es seguí cultivant sense que apareixessin noves 
contaminacions una vegada eliminats els explants contaminats. 
 
Segons això, es denota que les concentracions de clor aplicades en les desinfeccions 
als assaigs no eren prou ajustades al grau de contaminació exògena que de ben segur 
ja patia la planta mare, però convé recordar que els explants procedien de gemes 
enterrades, fet que hauria contribuït a augmentar el percentatge de contaminacions. 
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Per últim, cal tindre en compte, però, que l’elevat nombre de contaminacions patides en 
els dos assajos hagi pogut condicionar a un augment de la segregació fenòlica dels 
propàguls, ja que alguns autors han trobat una relació entre aquests dos fets (Bolwell et 
al.,1985). Segons aquesta anotació, pot ser que el gènere Anigozanthos flavidus “per 
se” no presenti aquesta problemàtica.  
 
5.2 Taxa viable de multiplicació 
 
Quan un cultiu no respon als models clàssics observats per Skoog i Miller (1957) 
referent a les respostes morfològiques de cada classe de regulador de creixement, 
l’explicació que es dona normalment és que els nivells endògens d’una de les dues 
substàncies (auxines o citoquinines) són, de fet, subòptims o supraòptims (Thorpe, 
1981). 
 
Les taxes de multiplicació obtingudes han estat adequades tant en l’assaig I com en 
l’assaig II. Durant la fase d’iniciació realitzada en els dos assaigs, els propàguls 
comencen a multiplicar, obtenint-se, en la quarta setmana de cultiu, taxes de 
multiplicació viable entorn a 2. 
 
En el subcultiu, les taxes obtingudes van ser més elevades (3,5), sense observar 
diferències entre la composició hormonal del  medi A (5 µM BAP) i del medi B (10 µM 
BAP), possiblement aquest augment general de la taxa de multiplicació es degut a 
l’acúmul en el temps d’hormona als teixits vegetals i del grau de desenvolupament del 
propàgul. 
 
A l’assaig I, tal com ja s’ha esmentat en l’apartat de resultats, no es pot dir que cap dels 
tractaments formulats hagi manifestat una millor taxa de multiplicació, ni els tractaments 
que contenien com a font hormonal citoquinines només (medi 1 i medi 2), ni els que 
s’havien obtingut a partir d’una combinació hormonal auxínica-citoquininica (medi 3 i 
medi 4). Això, pot ser degut a que al tractar-se d’un assaig d’iniciació, el material vegetal 
encara no manifestava el seu potencial màxim de multiplicació. 
No obstant, s’observa que el medi formulat amb BAP ha donat una taxa de multiplicació 
una mica més elevada, la qual cosa era d’esperar ja que a igual concentració hormonal 
la BAP és mes activa que la quinetina (Sairam Reddy et al.; 1998). 
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L’addició de NAA en els medis no ha comportat cap millora en relació a les taxes 
obtingudes, aquest fet estaria d’acord amb Skoog i Tsui (1948) que deien que la 
presència de citoquinines promocionava la diferenciació de gemmes, però que les 
auxines la inhibien sempre que es combinaven amb ella. 
 
En el segon assaig, on tots els medis estaven formulats amb una baixa concentració de 
BAP (2µM), mantenir els propàguls fins a les vuit setmanes sense repicar ha comportat 
un augment important de la taxa viable (es duplica). És evident que Anigozanthos 
flavidus respon a l’addició d’hormones al medi nutritiu ja que s’han obtingut taxes de 
multiplicació molt elevades (8,4). 
 
Els tractaments que contenien una menor concentració d’àcid ascòrbic han donat les 
majors taxes de multiplicació, però, també han estat els que presentaven major grau 
d’afectació fenòlica (apartat 4.2.4). Això no és estrany, ja que a major grau de 
desenvolupament de l’explant li correspon, degut a un major metabolisme, major taxa 
d’exudació fenòlica. Aquesta relació ja ha estat observada per altres autors (Cvikrová et 
al.(1996), Chirek (1990), Beruto et al. (1996), Lorenzo, J.C. 2001).  
 
La diferencia entre les taxes viables de multiplicació obtingudes en els dos assajos 
poden ser degudes al nivell endogen hormonal de la planta mare en el moment de 
seleccionar l’explant. Com expressaren Bhojwani i Razdan (1983), el requeriment 
d’auxina i/o citoquinina per la diferenciació de gemes en diferents teixits varia depenent 
del nivell endogen de les dues classes de substàncies.  
 
No obstant, en aquest cas, creiem que aquesta diferència possiblement és més 
atribuïble al fet de que el material vegetal en el segon assaig i en relació als tractaments 
aplicats, va esdevenir un material aparentment més sa i amb menys incidència 
d’exudacions fenòliques. 
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5.3 Exudacions fenòliques 
 
Són moltes les espècies vegetals (G. sylvestre, Protea cynaroides, Rosa, Cordyline, 
Symonanthus bancroftii, Agaonema, Pistacia, Rosa, Dracanea, etç...)  que quan són 
introduïdes “in vitro” exuden substàncies fenòliques. Aquestes exsudacions fenòliques 
comporten una greu problemàtica en el cultiu “in vitro” (Zaid, A., 1987). 
 
Els resultats obtinguts han posat de manifest que el gènere Anigozanthos flavidus 
també pateix aquesta problemàtica, quan és introduït “in vitro”. L’exudació de 
substàncies fenòliques es pot detectar 48 hores després de la  sembra del material 
vegetal en el medi de cultiu.  
 
En l’assaig I, el rentat del material vegetal amb una solució antioxidant després d’una 
sembra en el medi d’iniciació ha comportat una reducció de les percentatge d’exudació, 
observant-se als 6 dies de l’aplicació només exudacions fenòliques de grau 4 en un dels 
tractaments (56,5%), però cal dir, que no ha comportat un canvi important en el 
desenvolupament del cultiu. L’addició d’àcid ascòrbic en el medi de cultiu utilitzat al 
repicar el material vegetal procedent d’aquest primer assaig no va contribuir a disminuir 
l’aparició de fenols. Molts autors han vist que l’addició d’antioxidants en el medi de cultiu 
contribuiria favorablement a disminuir o eradicar l’esmenta’t fenomen (Komalavalli et 
Rao, 2000; Panaia et al., 2000). En el nostre cas els resultats obtinguts no han estat 
satisfactoris probablement degut a que el material vegetal no estava en unes bones 
condicions fisiològiques i a que el nombre de propàguls amb el que es va poder realitzar 
el subcultiu era molt baix. 
 
En l’assaig II s’ha vist com s’han re alentit i disminuït les exudacions fenòliques en tots 
els casos. Aquest millor comportament del material vegetal és atribuïble, alhora, a 
l’efecte conjunt de l’addició d’antioxidants en la solució desinfectant, en les solucions de 
rentat i en el medi de cultiu. Als 6 dies després de la desinfecció s’observaven la majoria 
dels explants dels 4 tractaments en els graus d’exudació 0 i 1 i encara als 14 dies no es 
mostraven explants en el grau 4 d’exudació, mentre que en l’assaig I el segon dia 
desprès de la sembra ja s’havien assolit nivells d’exudació de grau 4, i als 14 dies la 
majoria dels tractaments (cap contenia antioxidants) ja mostraven entre un 5 i un 30% 
dels seus representants en aquest grau. 
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Segons el material vegetal, altres autors han aconseguit resultats satisfactoris afegint 
antioxidants en la solució desinfectant (Ran et Simpson, 2005), addicionant-los en 
l’aigua del darrer rentat (Dimech et al, 2007; Wu et al., 2007) o  en el medi de cultiu 
(Komalavalli et Rao, 2000; Panaia et al., 2000). 
 
Sovint la col·locació del material vegetal uns quants dies, després de la sembra, en 
condicions de foscor resulta favorable per reduir o eliminar a presència de fenols 
(Cañameras et al., 1991). 
 
 
5.4 Hiperhidricitat 
 
L’hiperhidricitat és un problema que es presenta en la micropropagació de certes 
espècies herbàcies i llenyoses i es relaciona amb diferents problemes o desordres 
fisiològics (Kevers et al. 1984; Gaspar et al. 1987; Paques et Boxus 1987; Paques 1991; 
Saher et al.). 
 
En aquest estudi els percentatges d’hiperhidricitat obtinguts, tant en l’assaig I com en 
l’assaig II han sigut molt baixos.  
 
Es denota, no obstant, que en l’assaig I el tipus de citoquinina sembla ser que influeix 
en el grau de vitrificació. S’observa que els propàguls sembrats en els medis formulats 
amb kinetina han estat més afectats que els desenvolupats en els medis amb BAP.  
 
En general en l’assaig I l’addició d’auxines en el medi no ha comportat un augment de la 
vitrificació, tot i que segons Alberts et al. (1983) aquesta hormona pot afavorir aquest 
fenomen. 
 
En l’assaig II no s’han evidenciat grans diferències entre les taxes d’hiperhidricitat 
obtingudes en els diferents medis elaborats, tot i que la composició hormonal dels 
tractaments formulats fou idèntica.  
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6. CONCLUSIONS 
 
D’aquest treball s’han poden extreure les següents conclusions: 
 
•Concentracions de fins a un 2% clor actiu en la solucions desinfectants  
no han resultat del tot satisfactòries per aconseguir un bon establiment del cultiu. 
  
•El raspallat de les gemes i el pelat de les mateixes ha comportat una  
reducció del percentatge de contaminació. 
  
•L’addició d’antioxidants en la solució desinfectant, en l’aigua de  
rentat i en els medis ha contribuït favorablement a reduir les  
exudacions fenòliques. 
 
•El gènere Anigozanthos flavidus no presenta problemes de vitrificació, almenys  quan 
s’usa agar a una concentració de 8 g/l. 
 
•L’addició de NAA en els medis no ha representat cap millora en relació a les taxes 
viables de multiplicació obtingudes. 
 
•S’ obtenen bones taxes viables de multiplicació amb una concentració baixa de 
citoquinina (2µm de BAP). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
68 
 
 
7. BIBLIOGRAFIA  
Alberts, B.; Bray, D.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Watson, J.D.; (1983). From cells to 
multicellular organisms. In "Molecular Biology of the Cell" Garland Publishing, New York, 
pp 767-890. 
Beruto M, Curir P & Debergh P (1996) Callus growth and somatic embryogenesis in 
thalamus tissue of Ranunculus asiaticus L. cultivated in vitro: Cytokinin effect and phenol 
metabolism. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant. 32(3): 154–160. 
 
Bhojwani, S.;  Razdan , M.; 1983. Plant Tissue Culture: Theory and practice.  
Develops i crop Science, Vol 5. 
 
Bolwell G, Robbins M & Dixon R (1985) Metabolic changes in elicitor-treated bean cells. 
Enzymic responses associated with rapid changes in cell wall components. Eur. J. 
Biochem. 148:571–578. 
 
Bragt J. Van,  Mossel D.,  Pierik R., Veldstra H. , 1971. Effects of sterelization on  
components in nutrient media. [4], 147 p., num. figs, paperbound. Miscellaneous     
Papers 9.  
 
Brutti, C. I Casso, O. 1986.Int. Congr. Plant Tissue Cell Culture Abstr. 6:401 
 
Canals, F.; 1987. “Cultiu in vitro de Syngonium podophyllum i de Syngonium 
erytrophyllum. Treball Final de Carrera. ESAB. 
 
Cañameras, N.; Martínez, F.X, Carazo, N., Quintanilla, S. (1991). Comportament de la 
taxa de multiplicació al llarg de successius subcultius, atenent a l’època d’explantació de 
C. scolymus cv. Blanca de Tudela. Archius de l’Escola Superior d’Agricultura de 
Barcelona. (13-14): 19-28.  
 
Chirek Z (1990). Changes in the content of phenolic compounds and IAA-oxidase 
activity during the growth of tobacco crown gall suspension culture. Biol. Plant. 32: 19–
27. 
 
69 
 
Clarasó, J.; 1987. “ Algunes consideracions sobre la fase de multiplicació in vitro de 
Phyllostachis  aurea. Traball final  de Carrera. ESAB. 
  
Considine, J.: 1993. Progress in selection and cultivation of australian native plants for 
floricultura.  ISHS Acta Horticulturae 337: III International Symposium on the 
Development of New Floricultural Crops.  
 
Cvikrová M, Hrubcová M, Eder J & Binarová P (1996). Changes in the levels of 
endogenous phenolics aromatic monoamines phenylalanine ammonia-lyase peroxidase 
and auxin oxidase activities during initiation of alfalfa embriogenic and nonembriogenic 
calli. Plant Physiol. Biochem. 34(6): 853–861. 
 
Debergh, P.; 1983. Effects of agar brand and concentration on the tissue culture 
medium. Phyliol. Plant., 59:270-276. 
 
Debergh, P.; Meane, L.; 1981. A scheme for commercial propagation of ornamental 
plants by tissue culture. Scientia Hort., 14 (4):335-345. 
 
Dimech, A. M.; Cross, R.; Ford, R.; Paul, W.; Taylor,J. 2007; “ Micropropagation of 
Gymea Lily ( Doryanthes excelsa Correa) from New South Wales, Australia. Plant cell, 
tissue and organ culture 88: 57-165.  
 
Gaspar, Th.; Kevers, C.; Debergh, P.; Meane, L.; Pâques, M.; Boxus, Ph.; 1987. 
Vitrification: morphological, physiological and ecological aspects. In: Barga, J.M. & 
Durzan, D.J. (Ed). Cell and Tissue Culture in Forestry, I:152-166. General Principles and 
Biotechnology. Martinus Nijhoff Publishers. 
 
Gautheret, 1959.  “La culture des tissues vegetaux”; “Rev. Cytol. Biol. Vég.” 32, 1964;    
Bot. Mag. Tokio” 56, 1983).                                          
 
Goodwin, P.; 1993. Anigozanthos (Macropidia). In De Hertogh, A. and M. Le Nard, 
(eds.). The physiology of flower bulbs. Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, 
The Netherlands. pp. 219 – 226. 
 
Grazyna, P.; Alex, R.; 2000.  The western australian flora.  
Wildflower Society of Western Australia, the Western Australian Herbarium, CALM, and 
the Botanic Gardens and Parks Authority of Perth, Western Australia. 
70 
 
 
Hereu, M.; 1987. Cultiu in vitro de rosa hibrida varietat ”Omega”. Treball Final de 
Carrera. ESAB. 
 
Jiménez, R.; Treball Final de Carrera, 1984. “Iniciació a la multiplicació in vitro de les     
espècies Centàurea clementei i Cheirolophus arbutifolius”. 
 
Kevers, C.; Coumans, M.; Coumans- Grilles, M.F., Gaspar.T.(1984).Phisiological and 
biochemical evens leading to vitrification of plants cultured in vitro. Phisiol. Plan. 61:69-
74. 
 
Komalavalli, N.: Rao, M.V. 2000; “In vitro micropropagation of Gymnema sylvestre – A 
multipurpose medicinal plant”, Plant cell, tissue and organ culture 61: 97-105. 
 
Konar R., Nataraja K.; 1969.  Acta Bot. Neerl., 18, pp. 680-699. 
Lorenzo J.C.; de los Angeles Blanco M.; Peláez O.; González A.; Cid M. ;Iglesias 
A.; González B.; Escalona M.; Espinosa P.; Borroto C.; (2001). Sugarcane 
micropropagation and phenolic excretion. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Volume 
65, Number 1, 2001 , pp. 1-8(8). 
Maene, L.; Debergh, P. (1986). Optimitation of plant micropropagation. Fac.  Landbown 
Rijk, Gent. pp-51-54. 
 
Margara, J.; 1982. La multiplication végétative in vitro, aspects géneraux. LI-AGRO-
15/B.T.I 374:701-710. 
 
Murashige, T.; 1974. Plant propagation through tissue cultures. Annual Review       
Physiology 25. 
 
Ortiz, L.; 1989. Efecto del AIA en medio de multiplicación de Rosa hibrida var.”Omega”. 
Treball Final de Carrera. ESAB. 
 
Panaia, M.; Senarata, T.; Bunn, E.; Dixon, K.W. 2000; Sivasithamparam, 
”Micropropagation of the critically endantgered western Australian species, 
Symonanthus bancroftii (F. Muell.) L. Haegi (Solanaceae)”, Plant cell, tissue and organ 
culture 63:23-29,  
71 
 
 
Paques, M.(1991). Vitrification and micropropagation: causes, remedies and prospects. 
Acta horticultuae 289:283-290. 
 
Paques,M.; Boxus P. 1987. Vitrification: Review al literature. Acta Horticulturae 212:155-
166. 
 
Pennell, A.; 1984. The impact of micropropagation on commercial production. Scientia 
Horticulturae, 35. 
 
Pierik, R., 1987. Cultivo in vitro de las plantes superiores. Ediciones mundi-prensa. pp 
326. 
 
Pierik i Steegmans., 1975. Scientia Hort., 3, pp. 1-20.    
 
Read, P.; Gaston, S.; C.V.; Conviser, L.; Preece, J.E.; 1979. Programming stock plants 
for tissue culture success. Procedings of the 6th Annual Meeting of Plant Growth 
regulator Group. Las Vegas, Nevada. pp. 20-24 
 
Saher, S.; Piqueras, A.; Hellin, E.; Olmos, E. (2005). Prevention of hyperhydricity in 
micropropagated carnation shoots by bottom couling: Implication of oxidative others. 
 
Sairam Reddy, P.; Rama Gopal G.; Lakshmi Sita, G., 1998; “In vitro multiplication of 
Gymnema sylvestre R.Br.-An important medicinal plant. Microbiology and Cell Biology, 
Indian institute of Science. 
 
Skirvin et al., 1986. Plant Cell Rep., 5, pp 292-294 
 
Skoog i Tsui, 1948. Am. J. Bot., 35, pp 782-787. 
Skoog, F. and Miller, C.O. 1957. Chemical regulation of growth and organ formation in 
plant tissues cultured in vitro. Symp. Soc. Exp. Biol. 11:118−131.  
Stephen D. Hooper.; 2003. Royal Botanic Gardens Kew 2003. Curtis's Botanical 
Magazine Vol. 20 Issue 2. Anigozanthos Rufus Haemodoraceae.. Editorial Martyn Rix. 
pp.80-86. 
 
72 
 
Stolz, 1967. Proc. Am. Soc. Hort. Sci., 64, pp. 13-14 
 
Thorpe, T.; 1981. Plant Tissue culture: Methods and Applications in Agriculture. 
Academic Press. 
 
Street, 1977. Plant tissue and cell culture. Bot. Monogr. Vol. II. Blackwell scient.,        
Londres. pp 503.  
 
Wu, H.C.; du Toit, E.S.; Reinhardt, C.F.,”Micrografting of Protea Cynaroides”. Plant cell, 
tissue and organ culture 89:23-28, 2007 
 
Yidong, Ran; Simpson, Sandra, 2003.” In vitro propagation of the genus Clivia”. Plant 
Cell, Tissue and organ culture. 81:239-242 
 
Zaid, A. 1987.; In vitro browning of tissues and media with special emphasis to date 
palm cultures- a review. Acta Hort.(ISHS) 212:561-566. 
 
Webs consultades 
http://es.gardening.eu/plantas/Bulbos/Anigozantos-flavidus/1468, 20/09/2007. 
http://www.anbg.gov.au/gnp/interns-2006/anigozanthos-flavidus.html, 01/02/2008. 
http://www.anbg.gov.au/anigozanthos/index.html, 15/09/2007. 
http:/florabase.calm.wa.gov.au/publications/descat/fullintro.pdf, 15/03/2008. 
 
 
 
 
 
